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Lorsque, rentré au laboratoire en 1919, nous avons eu 
connaissance des recherches de d’'Hérelle, nous fimes frappé 
par l’analogie qui semblait exister entre le phénoméne de la 
baclériophagie et d’autres processus pathologiques transmis- 
sibles par filtrats, tels que la maladie de la mosaique du tabac 
et le sarcome de Rous. Ce rapprochement, dont nous fimes part 
dés ce moment a d’Hérelle lui-méme, nous a tout naturellement 
incliné en faveur del’hypothése d’un virus ultra-microscopique, 
hypothése qui semblait, 4 ce moment, seule aple a rendre 
compte des faits connus. 

Kabeshima (2), ainsi que Bordet et Ciuca (3) opposérent 4 la 
conceplion de d’Hérelle celle d’une lyse par les diastases des 
bactéries elles-mémes activées ou surproduites sous l'influence 


(1) Nous préférons le terme baclériophagie & celui d’autolyse transmissible 
(Bordet et Ciuca), la lyse ou l’autolyse ne conslituant qu’un des aspects du 
phénoméne. Nous conseryons, de méme, le terme bacteriophage comme 
ayant une priorité incontestable pour désigner, sans en préjuger la nature, 
le principe actif. 

(2) C. RK. Soc. Biol., 83, 1920. 

(3) Lbid. 
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de l’organisme animal. Pensant que le matériel fourni par nos 
élevages aseptiques (1) étail de nature a faciliter le choix entre 
les deux hypotheses, nous entreprimes, dés ce moment, des 
expériences que nous avons, avec quelques interruptions, pour- 
suivies depuis. 

C’est l'ensemble de ces recherches que nous allons exposer 
dans ce travail. Comme elles s’étendent sur une période assez 
longue et que le probleme de la baclériophagie a suscité dans 
ces derniéres années un nombre de travaux extrémement 
considérable, il nous est arrivé plus d’une fois d’aborder avec 
une technique différente, ou méme semblable, des questions 
trailées & peu prés en méme temps par d’autres chercheurs. 
Nous rapporterons les résultats obtenus par ceux-ci au fur et a 
mesure que nous aborderons les problémes en question. Nous 
exposerons, au préalable, bri¢vement l’historique de la bacté- 
riophagie. 

Dans une note trés courte parue en 1915, F. W. Twort 
résume les résullats de recherches « Sur la nature des virus 
ultramicroscopiques » (2).Aprés avoir cherché en vain, pendant 
plusieurs années, des germes ultra-microscopiques saprophytes 
dans le sol, l’eau, le fumier, Twort a abordé l’étude de la 
vaccine. En ensemencant de la lymphe glycérinée sur gélose 
inclinée il constate apparition, parmi les colonies de staphylo- 
coques, de plages vitreuses. Il suffit de toucher des colonics 
normales jeunes de staphylocoque avec la pointe d'une aiguille 
ayant été en contact avec une de ces plages vilreuses pour les 
voir subir la méme transformation. Fait particuliérement 
intéressant, le phénoméne pouvait étre reproduit a l'aide 
de filtrats sur bougie préparés & partir de la matiére vitreuse 
et cela d'une fagon indéfinie : le principe actif se régé- 
nére, se multiplie & chaque passage par des staphylocoques 
vivants. 

Ce principe se montre trés stable et se conserve pendant des 
mois & la température ordinaire ; toutefois, il est détruit par 
chauflage & 60° pendant une heure. S’agit-il d’un virus ultra- 
microscopique, d'une forme encore inconnue de la vie? S’agit-il 
d'un stade invisible de la bactérie attaquée, d'une diastase 


(1) Bull. Inst. Pasteur, 42; Arch Intern. Physiol., 18. 
(2) The Lancet, 1945. 
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sécrétée par celle-ci et qui, en en provoquant la lyse, mettrait 
en liberté de nouvelles quantités de diastase? Sans se prononcer 
d'une facon définitive entre ces hypothéses, Twort incline en 
faveur de la derniére, se basant surtout sur le fait que le phéno- 
méne peut apparaitre, en apparence spontanément, dans des 
cultures jusque-la normales. 

Le travail de Twort est passé inapercu et c’est & d’Hérelle 
que revient, incontestablement, le mérite d’avoir atliré l’atten- 
tion générale sur le phénoméne si intéressant de la bactério- 
phagie. 

Dans une communication faite en 1917 (1) et intitulée « Sur 
un microbe invisible antagoniste des bacilles dysenlériques », 
d’Hérelle décrit le phénoméne qui porte son nom et prend 
neltement partie, comme l'indique le tilre, pour sa nature 
parasitaire. 

D'Hérelle ensemence dans du bouillon des selles de conva- 
lescent de dysenterie et filtre sur bougie la culture ainsi 
obtenue. Quelques gouttes de ce filtrat provoquent la lyse 
d'une culture fraiche de B. Shiga normal; une trace de cette 
culture lysée reproduit le phénoméne avec la méme intensité : 
au moment de sa communication, d’Hérelle avait elfeetué plus 
de cinquante passages successifs avec la premiére souche de 
baclériophage isolée. : 

La preuve de la nature figurée, vivante, du bactériophage, 
d’Hérelle Ja voit surtout dans le phénoméne des « taches 
vierges » ou plages stériles, correspondant aux points ou se 
sont déposés des aliments actifs : on ne se figure guére que 
Vaction d’un ferment soluble, d’une diastase, se lovalise en 
certains endroits d’une culture. 

Dés ce moment, d’Hérelle se demande si le bactériophage, 
virus ultra-microscopique antagoniste des bactéries, ne jouerait 
pas un role dans les maladies infectieuses en venant super- 
poser son action antimicrobienne & la réaction de l’organisme. 
En dehors de lzmmunité homologue, seule étudiée jusque-la, il 
y aurait lieu de tenir compte d’une immeunité antimicrobienne 
hitérologue d'origine bactériophagique. 

Le tableau d’une simplicité et d'une logique séduisantes, que 


(1) C. R. Acad. des Sciznces, 1917, 165. Voir aussi Le Bactériophage, Masson, 
Paris, 1924. 
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d’Hérelle a tracé de la nature et du. rdle de Ja bactériophagie, 
n'a pas manqué d’attirer sur ce phénoméne [Laltention des 
chercheurs et de susciter de nombreux travaux. 

D'autres conceptions, que l'on réunit sous le nom de théorves 
dinstasigues (Kabeshima, Bordet et Ciuca, Otto, Munter et 
Winkler),-sout yennes s’opposer a la théorie de d’Hérelle. 
Parmi celles-ci, le role le plus important revient a lhypothése 
de la « viciation nutrilive héréditaire » de Bordet et Ciuca. 
Sous l'influence de certains fact-urs (action des leucocytes), le 
métabolisme baclérien se modifie de telle facon que les actions 
lytiques y -prennent neltement le dessus. Cette tendance a 
lautolyse une fois apparue est héréditaire et contagieuse, 
cest-a-dire qu'elle se transmet non seulement de cellule a 
cellule, mais aussi, au moyen de filtrals, aux cultures nor- 
males. Comme on le verra plus loin, l’expérience. fondamenta'e 
de Bordet et Ciuca ne se laisse pas facilement répéter, et Vinter- 
prétation a laquelle elle conduit se heurte elle aussi & de graves 
difficultés. En opposant lautogénése a lhypothése d'un agent 
étranger, les théories diastasiques ont inspiré des expériences 
intéressantes etjouéun role fécond. L’exposé qui suit montrera, 
toutefois, que niles unes, ni les autres ne rendent compte, de 
facon salisfaisante, de ’ensemble des fails. 


1. — MaAnIresTATIONS DE LA BACTERIOPHAGIE. — 


Nous avons cherché a suivre le phénoméne de la lyse bacté- 
riophagique, suit sur du matériel & l’élat frais, soil sur des 
préparations cotorées. ; 

Une telle étude avait déja 66 ébauchée par d’Hérelle et 
Jeantet. Kn suivant, surtout & lPultva-microscope, les progrés 
de la lyse, ces auteurs constatent que les bacilles deviennent 
eranuleux, prennent des formes ventrues ou sphériques et 
finissent par éclater en laissant 4 leur place des flocons 
nuageux qui se résolvent en amas granuleux. D'Hérelle voit 
dans cette observation la preuve directe du fait que Vultra- 
microbe bactériophage se développe & l’intérieur des bactéries. 
On ne peul que se ranger & son avis lorsquil affirme que «la 
destruction s’opérerait d’une tout autre manieére s'il s'agissait 
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d'une action dissolvante exlérieure, de plus la forme sphérique 
et J’éclatement prouvent sans contestation possible que la force 
qui agit est interne ». 

A Yencontre de Gildemeister ainsi que d’Olto et Munter, qui 
n'ont pas réussi a saisir a l’état frais les diverses phases de la 
lyse, nous avons pu les suivre et les figurer & maintes reprises. 

Dans une partie de nos recherches, nous addilionnions une 
suspension légére, fraichement préparée, de B. Shiga de lysat 
filtré (bactériophage) et nous déposions quelyues anses de ce 
mélange sur une lamelle qu’on renversait ensuite sur un 
porte-objet creux en lutant a la paralfine. Dans d’autres expé- 
‘riences, on ajoutait du bactériophage & des lubes de bouillon 
contenant une suspension tres légére de B. Shiga qu’on plaeait 
a l’étuve a 37° et dans lesquels on faisait des prélévements a 
intervalles déterminés, en vue d’examen entre lame et lamelle. 
Enfin, dans certains cas, le mélange de B. Shiga + baclério- 
phage était centrifugé aprés un temps de contact variable et le 
culot oblenu était examiné comme ci-dessus. 

Les figures de la planche XI reproduisent les différents 
aspects observés dans ces conditions. 

Les bacilles, isolés au début, forment bientot de pelits amas 
conslitués par quelques unilés ou quelques dizaines de 
batonnets. Ceux-ci deviennent moins réfringents, prennent une 
forme ovoide ou en biscuit, atteignent des dimensions vérita- 
blement énormes pouvant aller Jusqu’a 8, 10 et 15 » de Jong 
sur 485 » de large. Leur contenu devient granuleux en méme 
temps que le contour s’eslompe et, petit a petit, les corps 
bacillaires font place & des amas de granulations gardant encore 
quelque temps la forme du bacille ou du ea de bacilles 
qui leur ont donné naissance. Les figures 7, 8, 9, 10, 14 et 15 
reproduisent les stades successifs que nous venons ad décrire. 

Kn dehors de cette poussiére de granules, on peut observer 
des granulations plus grosses, fortement réfringentes, et qui se 
trouvent, soit & l’intérieur des bacilles en voie de lyse, soit 
libres dans le milieu ambiant (fig. 1 et 8). 

A aucun moment nous n’avons pu surprendre le phénoméne 
d’éclatement signalé par d’Hérelle. L’ensemble des faits observés 
pouvant étre rapporté & une augmentation anormale de la 
pression intérieure par suite d’une altéralion, d’une perméahi- 
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lisation de la membrane cellulaire, nous avons soumis les 
cellules en voie de lyse a l’action de l’eau distillée. Des 
cultures normales ou additionnées de bactériophage furent 
centrifugées et le culot repris par l’eau distillée. Les bacilles 
normaux conservent dans ces conditions, en grande majorilé, 
leur aspect ordinaire. Tout au plus voit-on apparaitre quelques 
rares formes vésiculeuses 4 grosses granulations réfringentes 
(fig. 11 et 12). De telles formes sont nombreuses parmi les 
bacilles en voie de lyse et on en voit encore beaucoup aprés 
quarante-huit heures d’intervalle dans |’eau distillée au milieu 
d’amas granuleux qu’on arrive & résoudre en ombres cellu- 
laires (fig. 2, 3 et 4). L’action de l'eau distillée ne semble pas 
précipiter les phénoménes amorcés sous l'influence du bactério- 
phage. Les phénomeénes osmotiques ne doivent donc pas inter- 
venir pour une part importante dans la production des aspects 
que nous avons décrils (signalons, en passant, que les filtrats 
lytiques n’exercent aucune action sur les hématies; l’hémolyse 
ne se produit ni en absence, ni en présence d’alexine méme au 
bout d'un temps trés long a 37°). 

Les altérations sont beaucoup moins prononcées avec le 
B. colt, Tout au plus voit-on les batonnets devenir plus trapus, 
leur contour irrégulier et leur contenu granuleux. Nous 
n’avons pu observer l’hypertrophie énorme qu’on voit pour les 
éléments du B. Shiga. 

Pource qui est des préparations colorées, d’Hérelle se contente 
de noter que les cultures en voie de lyse présentent & peu pres 
le méme aspect, quel que soit le procédé de coloration : Gram, 
thionine phéniquée, Giemsa. Ici, comme & lélat frais, on 
constate la présence de « formes anormalement grandes » ; puis, 
au fur et & mesure que la lyse progresse, laugmentation du 
nombre d’éléments se colorant mal ou ne se colorant plus. 

Nous avons employé des colorants simples tels que la fuchsine 
diluée, ainsi que des colorants composés (Giemsa, Laveran). 
Dans lun et l'autre cas, il est facile de vérifier les observations 
fondamentales de d’Hérelle : & coté de baciiles de grandeur et 
de coloration normales, on voit apparaitre des formes ovoides 
de plus en plus nombreuses avee la durée de l'action exercée 
par le bactériophage. Plus tard, avec les progrés de la lyse, les 
bacilles prennent mal les colorants, pour finir par rester 
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complétement incolores. Un fait nous parait parliculiérement 
in{éressant et nous voudrions y insister : comme le montrent 
les figures 17 et 19 tous les éléments hypertrophiés et présentant 
des signes de baclériophagie sont des éléments en voie de division. 

D’autre part, la coloration d’aprés Giemsa et Laveran permet 
de constater que la bactériophagie est liée & des modifications 
importantes des réactions tinctoriales du contenu cellulaire. 
La couleur bleu-violette des bacilles normaux fait place & une 
coloration rouge. Plus tard encore, on voit apparaitre, dans le 
corps bacillaire, des plages se colorant allernativement en rose 
et en bleu pale, puis, finalement, le contenu cellulaire perd la 
propriété de fixer les colorants. 

Des modifications analogues dans les réactions colorantes des 
bactéries ont été tout récemment décrites au cours de la bacté- 
riophagie par Preisz (1).Cet auteur se sert de toluidine phéniquée 
et constate que ce colorant permet de déceler les plus petits 
foyers de bactériophagie par apparition de plages colorées en 
rouge sur le fond bleu de la préparation. L’examen microsco- 
pique montre que ces plages sont dues a une coloration meéta- 
chromatique des bactéries atteintes par lalyse(2). D’aprés Preisz, 
ce procédé fournit le moyen Ie plus sensible pour déceler la bac- 
tériophagie la ot elle n’aboutil pas a la lyse proprement dite. 

Celle-ci ne constitue, en elfet, qu’une des manifestations de 
Paction du bactériophage. C'est ainsi que les germes dits 
résistants, qui constituent les cultures secondaires de d’Hérelle, 
peuvent prendre l’aspect cocciforme (Eliava et Pozerski). Leurs 
colonies peuvent devenir opsques, punctiformes (B. Shiga) ou 
épaisses, muqueuses et filantes (B. colz); enfin leurs caractéres 
bio-chimiques peuvent présenter des changements notables 
(action sur les hydrates de carbone). 

Les germes ainsi modifiés et qui ne se lysent point assurent 
la régénération du bactériophage a |’ égal de ceux qui subissent 
la lyse (germes résistants, lysogenes de Bordet et Ciuca) 
celle-ci n’est done pas une condition nécessaire 4 la production 
du principe actif. 


(1) Preisz. Die Bakleriophagie, Fischer, lena, 1925. 

(2) Rappelons que R. Legroux et J. Magroux s’étaient déja servis. d’un 
colorant a base d’éosinate de bleu de toluidine pour différencier les éléments 
constitutifs de cultures microbiennes normales. 
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Il. — Proreritris pu BACTERIOPHAGE. 


Tout un ensemble de faits, en premier lieu le phénoméne de 
« plages stériles » ou « taches vierges » (d’Hérelle) parlent en 
faveur de la nature corpusculaire du bactériophage. La pro- 
duction deces « taches vierges » ne semble pouvoir s’expliquer, 
en effet, qu’en admettant le dépdt, en certains points, de parti- 
cules actives. Le fait que le nombre de plages qu’on oblient en 
ensemencant aussitét aprés adjonction de lysat est trés approxi- 
mativement proportionnel, pour une dilution donnée, a la 
quanlité de lysat introduite, vient fortement a l’appui de cette 
facon de voir. Voici, & titre d’exemple, les résultats obtenus 
avec des quantités croissantes de bactériophage anti-Shiga. 


Exprrience. — On ajoute a une suspension légére de B. Shiga 
(200 millions environ par centimétre cube) des quantités 
variables d’une dilution de bactériophage anli-Shiga et lon 
ensemence aussitét sur gélose inclinée en étalant soigneuse- 
ment de maniére & avoir une culture en couche continue. 

MOYENNE 


de 3 comptages 


I goutte de lysat donne naissance A...-... 20 plages 
V gouttes de lysat donnent naissance a. .... 80 — 
X goutles de lysat donnent naissance a. .... 160 — 


Bordet a objeclé & cette interprétation que le phénoméne des 
plages ainsi que la proportionnalité qu’on observe entre leur 
nombre et la quantité de lysat employée pouvaient s’expliquer 
par une sensibilité variable, & légard du principe actif des 
unités constitutives d'une suspension : les plages apparaitraient 
aux points correspondant a des individus sensibles pour une 
dilution donnée de bactériophage; leur nombre s'accroitrait, 
par conséquent, avec la concentration de celle-ci. 

Ayant pu produire, & l'aide de trypsine, la lyse de pneumo- 
coques et de méningocoques vivants, nous avons comparé les 
manifestations de cette lyse tryptique & celle obtenue au moyen 
du bactériophage. En faisant varier les quantilés de trypsine 
et le temps d’action, et en ensemencant (pourle pneumocoque) 
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sur gélose inclinée, nous n’avons rien pu conslater qui 
ressemble au phénoméne des plages. II n’y avait aucun indice 
d'une localisation quelconque de l’action lytique. Pourtant, ici 
encore, il devait y avoir des germes dilléremment sensibles & 
action de l'agent lytique. 

La constilution corpusculaire du bactériophage apparait done 
comme assez plausible. Toutefois, ces corpuscules doivent étre 
dune ténuilé extréme. Au cours d’expériences de dialyse sur 
ecllodion, sur lesquelles nous reviendrons plus loin, nous 
avons pu constater, en effet, que le bactériophage traverse cette 
substance en couche mince (collodion & 4 p. 100 dans un 
mélange d’alcool et d’éther & parties égales) {1}. Le fait a été 
confirmé par Joetten. I] nous ful impossible de réaliser la filtra- 
tion sur collodion sous pression trés faible (moins de 10 cent. 
cubes de mercure), mais ce 1é-ultat a été obtenu par Levadili 
et Nicolau avec un dispositif spécial. 

Prausnilz compare la filtration du bactériophage et de col- 
largol sur membranes de porosité connue et arrive a la conclu- 
sion que la grandeur des particules doit étre de Vordre de 20 u. 

kn soumettant le bactériophage anti-Shiga & une centrifuga- 
tion a trés grande vitesse, nous n’avons pu déterminer de sédi- 
mentation appréciable. Voici les détails d'une expérience. 


Exemrience. — 1.500 cent. cubes de lysat filtré sur bougie 
sont soumis & l’'aclion d’une turbine marchant a 35.000 tours a 
Ja minute. Ein ajoutant & une suspension de B. Shiga une goutte 
de liquide actif dilué et en ensemencant sur gélose en couche 
continue, on obtient les résultats suivants (voir tableau page 
suivante), 

Des résultats analogues ont été obtenus par Appelmans et 
par Joetten. Par contre, d'Hérelle aurait observé une sédimen- 
tation partielle aprés centrifugation a 12.000 tours pendant 
trente minutes. 

De trés nombreuses observations ont été faites sur le com- 
portement du bactériophage vis-a-vis de la chaleur. D’aprés 
Tworl, nous lavons vu, le principe actif antistaphylococcique 
serait détruit par un chauffage a 60° pendant une heure. Pour 


(1) C. R. Soc. de Biol., 84, janvier 1921. 
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d’Hérelle, le bactériophage anti-Shiga perdrait son activité apres 
trente minutes de chauffage & 60-65°. D’autres observateurs 
(Kabeshima, Kuttner) ont indiqué comme températures limites 
celles de 70°-75°. Il semble bien que la résistance 4 la chaleur 
varie non seulement d’une souche & l'autre, mais méme d'un 
moment a l'autre pour une seule et méme souche, en fonclion 
de conditions encore inconnues. Enfin, pour des souches poly- 
valentes, c’est-a-dire s’attaquant & plusieurs espéces bacté- 
riennes (bactériophages mixtes?) la température de destruc- 


tion varierail avec l’espéce envisagée (Otto et Munter). 


ca RS EES 2 IS PS EL FE SE EC SIS LA DET LOLS LET 


LYSAT 
1. p. 10 1 p. 100 1 p. 1 000 
Lyse Quelques 
; presque centaines 
4. Avant centrifugation .....-.. compléte. | de plages. | 10 plages. 
Lyse 
2. Prélévement fait au cours de la} presque 200-300 
Cemipifieadioninns at Ge oe ae complete. plages. 20 plages. 
: ; Lyse Lyse 
3. Aprés quinze minutes de centrifu-| presque presque 
gations we... 2. + os» ee} Completes coumpletea00nplages: 
4. Produit de raclage de la paroi de Lyse Lyse Quelques 
la turbine dans 100 cent. cubes de} presque presque centaines 
bowtillone, % tae, eee cots compléte. | compléte. | de plages. 


Sans avoir fait de recherches systématiques sur cette ques- 
tion nous avons pu réunir sur la résistance des bactériophages 
a la chaleur un certain nombre d’observations. 

Le bactériophage anti-Shiga que nous avions entre les mains 
(et dont une goutte donnait & lensemencement immédiat 
environ 4.000 plages) reste actif quoique atténué aprés chaul- 
fage a 64°-65° pendant une heure et demie (plages nombreuses). 
Lorsqu’on poursuit le chauflage pendant deux heures a 65°-66°. 
on nobtient plus de plages & Vensemencement immédiat, 
méme avec V goutles de bactériophage. Celui-ci n’est toutefois 
pas détruit, puisque la lyse est complate avec une goutte du 
nouveau mélange apres vingt-quatre heures de contact. Des 
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résultats semblables ont é!é obtenus avec ce bactériophage 
chaulfé pendant une heure ou méme une heure et demie a 70°. 
Dans d'autres cas, des lysats ainsi traités ne donnaient plus de 
plages ni aussitot, ni méme aprés vingt-quatre heures de con- 
tact avec la suspension bactérienne. Fait trés intéressant, que 
nous avons observé a plusieurs reprises et qui a été constaté 
également et indépendamment par d’Hérelle et Pozerski, ainsi 
que par Otto et Munter, on peut quelquefois récupérer dans ces 
conditions, par passages sur bactéries sensibles, un bactério- 
phage actif. 


Exefrience (en collaboration avec M™° E. Wollman). — Du 
bactériophage anti-Shiga filtré est chauifé a 70° pendant une 
heure et demie. Additionnée de V gouttes de hactériophage 
ainsi traité (et qui donne a état frais plusieurs milliers de 
plages par goutte), une suspension de B. Shiga ne présente 
aucune lyse, ni 4 l’ensemencement immédiat, ni aprés vingl- 
quatre heures de contact. On distribue le bactériophage ainsi 
inactivé et dilué avec du bouillon frais dans 20 tubes a hémo- 


lyse stériles; on ensemence le B. Shiga dans le premier et on 


fait tous les jours un passage nouveau de tube a tube. Au bout 
d’un certain nombre de passages, |’ensemencement sur gélose 
du B. Shiga ainsi traité donne, non plus une couche translu- 
cide, homozéne, mais un enduit a surface chagrinée. Une cul- 
ture en bouillon de ce B. Shiga filtrée sur bougie détermine la 
lyse de B. Shiga normal. En ajoutant une goutte de bactério- 
phage frais aux septiéme, onziéme, treiziéme et quinziéme pas- 
sages et en ensemencant aussildt sur gélose on constaie que le 
B. Shiga du septiéme passage est encore trés sensible a |’action 
lylique, celui des onziéme, treiziéme et quinziéme passages 
étant devenu résistant. 

Cette récupéralion ou régénération du bactériophage ne 
s'obtient du reste pas de facon réguliére. Dans d’autres expé- 
riences, linactivation a été définitive aprés chauflage a 70° 
pendant une heure et demie et il en a été de méme dans tous 
les cas ot la température avait été portée & 75 ou 80°. Otto et 
Munter ont toutefois pu récupérer un bactériophage anti-Flerner 
apres chaulfage a 80°. 

A coté de l’action de la chaleur celle de substances cni- 
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miques, tout particuliérement des antliseptiques, a fait Pobjet 
d'un grand nombre de recherches. Il en résulte d’une fagon 
vénérale que le bactériophage est tres résistant & la plupart 
des antiseptiques usuels (sublimé, acide phénique) ainsi que 
vis-a-vis de l’alcool, du chloroforme, de l’éther; de méme, les 
alealoides — caféine, morphine, strychnine — ne lui sont pas 
nuisibles (Poorter et Maisin). La quinine semble occuper une 
place & part, le bactériophage élant détruit en quelques heures 
dans une solution de chlorhydrate &1 p. 100 (Eliava et Pozerski). 

Parmi les antiseptiques, l'action de la chloropicrine nous a 
paru particuligrement intéressante A étudier. D’aprés G. Ber 
trand et M™e Rosenblatt (1), ce corps doué d’un pouvoir bacté 
ricide marqué serait sans action sur les ferments : il permet- 
trait, par conséquent, de différencier les actions microbiennes 
de celles qui sont de nature diastasique proprement dite. 


Hxpériences (en collaboration avec M™° Y. de Trévise). — On 
prépare une série de tubes contenant chacun 1 cent. cube de 
solution de trypsine, de bactériophage ou de cullure micro- 
bienne et l’on y ajoute 9 cent cubes d’une solution de chloro- 
picrine titrée de telle fagon que le mélange contienne 900 mil- 
ligrammes de chloropicrine par litre. © °° 

A des intervalles variables (au bout de quinze jours, d'un 
mois, de deux mois et de cing mois), les tubes sont ouverts et 
Vactivité de leur contenu éprouvée. On constate de cette fagon 
que le bactériophage est encore actif mais atténué au bout de 
deux mois, mais qu'il est définitivement détruit au bout de cing. 
La trypsine (deux échantillons) est aussi active que celle des 
tubes témoins sans chloropicrine. A titre de comparaison, le 
B. Shiga est tué en vingt-quatre heures, la bactéridie charbon- 
neuse en six jours, le B. subtilis (en voile) en un mois. Seules 
les voiles épais de B. mesentericus ont résisté pendant toute la 
durée du traitement. 

Le bactériophage s’est done montré beaucoup moins résis- 
tant que la trypsine, mais d'une résistance irés supérieure a celle 
des bactéries sporulées. Ajoutons que des ‘expériences inter- 
rompues pour des raisons indépendantes de notre volonté (et 


(1) G. R. Ac. Se., 474, 1920. 


— ——“—-- 


RECHERCHES SUR LA BACTERIOPHAGIE sl 


dont une partie a été instituée en collaboration avec Nicolau) 
semblent indiquer que certains virus filtrables sont, eux aussi, 
doués d’une résistance considérable vis-a-vis de la chloro- 
picrine. 

Prausnitz arrive & des résultats analogues & la suite de 
recherches faites avec la tétraline, substance faiblement bacté- 
ricide mais sams action sur les ferments : ici encore le bactério- 
phage a présenté une résistance nettement supérieure a celle 
des bactéries, mais moins prononeée que celle de divers fer- 
ments. 

Le réle de la réaction du milieu est des plus nets. Le bacté- 
riophage, si résistant & laction des différents facteurs, est tras 


~ sensible 4 celle des alcalis : le titre limite serail de P,—8.54; 


la réaction acide est beaucoup mieux supportée (P,—2,5, 
Eliava et Pozerski). 

Partant de Vidée que le bactériophage était un organisme 
vivant et, par conséquent, susceptible de s’adapter a des condi- 
tions de milieu défavorables, nous avions, dés le début de nos 
recherches, essayé de l’adapter & un milieu acide. Pour cela, 
nous faisions des passages successifs de bactériophage anti- 
Shiga dans du bouillon renfermant des quantités croissantes 
d’acide acétique. La production de précipité rendait les expé- 
riences trés difficiles & suivre et nous avions dt les abandonner 
sans étre arrivé a des résultats tant soit peu nets. Plus récem- 
ment, Asheshoy croit avoir constaté une adaptation aux acides. 
Il en serait de méme pour certaines substances chimiques, 
d’aprés Janzen et Wolff. Comme le font remarquer Olto et 
Munter, il faut tenir compte, dans ces expériences, d'une adap- 
tation possible du germe servant aux passages et qui peut 
simuler celle du bactériophage. 

Les diverses substances, tout particuliérement les antisep- 
tiques, dont laction a été étudiée sur le baclériophage sont, pour 
la plupart, des coagulants énergiques des albumines. Etant 
donné la ténuité des éléments actifs et le fait que ceux-ci se 
trouvent toujours dans un milieu albuminoide (produits de la 
lyse bactérienne), on peut se demander, par analogie avec ce 
que l’on sait pour la stérilisation ordinaire, si l’aclion protec- 
trice de l’albumine coagulée n’intervient pas, pour une part, 
dans les résultats observés. 
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Pour celte raison, entre autres, il nous a paru intéressant, au 
cours de recherches sur les propriétés des hactériophages, d’étu- 
dier l’action d'un ferment protéolytique, la trypsine (1). 


Exptrrence. — On réparlit dans 2 tubes (I et Il), & raison de 
2 cent. cubes par tube, une dilution de bactériophage anti- 
Shiga dont une goutte donne, & l’ensemencement immédiat, 
une vingtaine de plages; unm troisiéme tube (LI) recoit 2 cent. 
cubes de bouillon. On ajoute au tube I X gouttes d’une solution 
de trypsine a1 p. 200; les tubes II et HI (lémoins) recoivent 
respectivement X gouttes d’eau physiologique et X gouttes de 
(rypsine. On porte le tout a l’étuve a 37°. 

Le lendemain, on répartit dans 3 tubes une supension 
fraichement préparée de B. Shiga. Le tube I’ recoit II petites 
gouttes du contenu du tube I (bactériophage -+ trypsine); le 
tube Il’, la méme quantité du contenu du tube IH (hactério- 
phage + eau physiologique) et le tube III’ du contenu du tube IIT 
(bouillon ++ trypsine). On agite et l'on ensemence aussil6t sur 
gélose inclinée de maniére 4 obtenir une culture en couche 
continue, 

On constate, dans ces conditions, que les tubes ensemencés 
avec le contenu des tubes I’ (bactériophage + trypsine) et IM! 
(bouillon + trypsine) donnent une culture normale de B. Shiga, 
seul le tube correspondant & IH! (bactériophage +- eau physiolo- 
gique) présentant des plages de lyse (une quinzaine environ). 
Le bactériophage contenu dans le tube Lavait donc été inactivé 
par la trypsine. 

Le méme résullat a été obtenu dans d'autres expériences 
avec des concentrations beaucoup plus considérables de bacté- 
riophage anti-Shiga. Nous en ayons conclu que dans le cas de 
ce bactériophage, la fonction lysogéene était live ad un support 
albuninoide et qwelle dispararssatt, lorsque celut-ci était digéré 
par la trypsine. 

Des recherches ultérieures (en collaboration avec M™ E. 
Wollman) montrdrent que le phénoméne n’était pas général : 
il nous fut impossible d’inactiver par la trypsine un bactério- 
phage anti-colc qui avait été aimablement mis a notre dispo- 


(1) C. R. Soc. Biol., 90, janvier 1924. 
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sition par M. Bordet. Reprenant alors nos premiéres expé- 
riences avec le bactériophage anti-Shiga, nous pimes nous 
convaincre qu ici, non plus, il n’y avait jamais destruction totale 
du bactériophage. Méme apres un contact trés prolongé avec 
la trypsine (plusieurs semaines & 37°) le bactériophage ainsi 
traité pouvait étre récupéré par passage sur le B. Shiga. 

Il est trés difficile d’expliquer cette persistance du principe 
actif et de la concilier avec sa sensibilité & l’action de la tryp- 
sine, car\les petites quantilés d’albumine qui peuvent se trou- 
ver dans les filtrats doivent étre rapidement et totalement 
digérées. Nous nous sommes demandé si le bactériophage ne 
serait pas un complexe constitué par de l’albumine et une sub- 
stance non attaquable par la trypsine. La récupération, aprés 
chauffage ou aprés digestion trypsique, a la suite de passages 
par la bactérie sensible, s’expliquerait, dans ce cas, par l’ap- 
port de protéine microbienne fraiche. Des expériences, instituées 
pour vérifier celte hypothése et dans lesquelles le bactériophage 
inaclivé par la trypsine avait été mis en présence d’autolysat de 
B. Shiga, ont donné, toutefois, des résultats négatifs. On peut 
supposer, dans ces conditions, que le principe actif propre- 
ment dit sensible a l’action de la trypsine se trouve partielle- 
ment englobé dans des débris bactériens résistants et qui le 
soustraient 4 l’action du ferment. La différence que nous 
avions constatée entre le baclériophage anti-Shzga et le bacté- 
riophage anti-colz et qui semble bien n’étre qu'une question 
de degré s'expliquerait, dans ce cas, par une désagrégation du 
corps bactérien poussée plus ou moins loin. 

Pour terminer cette étude, nous examinerons la question de 
Yunité ou de la pluralité des bactériophages. Pour d’Hérelle. 
le principe actif est un, ses propriétés se modifiant par adapta- 
tion aux espéces microbiennes différentes. D’f[érelle appuie sa 
maniére de voir sur la persistance de la « virulence » d’un 
bactériophage pour des espéces bactériennes délerminées 
(B. coli, B. typhique), alors qu’on lui fait subir de nombreux 
passages sur une espéce nouvelle (B. Sfrga). Les résultats 
obtenus a l’aide de la réaction de fixation viendraient aussi, 
d’aprés d’Hérelle, & l'appui de cette facon de voir : les bactério- 
lysats de B. Shiga, du bacille de la peste, du bacille de bar- 
bone fixent l’alexine en présence de sérum autibactériophage 
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Shiga. Le seul élément commun de ces bactériolysats obtenus 
avec des espéces tres éloignées est, évidemment, le bactério- 


Iria. 4. — 1, Bactériophage anti-Shiga + eau physologique. Lyse a peu pres 
compléte; un petit nombre de colonies seulement en haut et sur les bords 
de la gélose; 2, Bactériophage anti-Shiga + trypsine 1/200. Rares plages 
de lyse; 3, Bactériophage anti-coli + eau physiologique. Plages trés peliles 
et tres nombreuses (on n’obtient pas de grandes plages, avec ce baclério- 


phage, a l’ensemencement immédiat; 4, Bactériophage anti-coli + tryp- 
sine 1/200. Aucune différence avec 3. 


phage. Pour étre décisive, une telle démonstration devrait 
apporter des précisions de tilrage qu’on ne trouve pas dans 
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Fic. 2. — 1, Bactériophage anti-coli (ayant subi sept passages sur B. Shiga) 
+trypsine; lyse trés prononcée; 2, Méme baclériophage + eau physiolo- 
gique : comme en 1 (ce baclériophage étant adapté au B. Shiga vest sur ce 
dernier qu’on l’a fait agir, ce qui explique la grandeur et la hetteté des 
plages) ; 3, Baclériophage anti-Shiga (ayant subi sept passages sur B, coli) 
-+- eau physiologique; lyse lrés prononcée; 4, Méme bactériophage + tryp- 
sine 4 1/200; trés rares plages de lyse. 
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Vexpérience de d’Hérelle. La valeur de celle-ci est encore 
diminuée du fait que Ja réaction:a6té partiellement posilive 
avec tous les lysats.au contact dv. sérum normal de lapin,’ce 
que d’Hérelle explique par laprésence-a, peu prés constante. du 
bactérlophage dans l’intestin dev cet animal. 

De nombrenx faits, que.nous devons a Bail, Gratia et. suite ut 
i Bruynoghe, s‘opposent a‘cette conception de lunicité du 
kaétériophage. Les :diverses :souches «se distinguent par leur 
« virulence », par la dimension des plages’produites (Bail), par 
la résistance spécifique des bactéries devenues insensibles 
leursaction, surtout par l'action des anti-sérums (Bruynoghe). 

Les observations que nous venons.de citer sur la fagon de se 
comporter vis-a-vis ‘de la trypsine des. bactériophages anili- 
coli et anti-Shiga plaident. également‘en faveur de la pluralilé. 
Chacun de ces Src beriophecey conserve, en effet, ses particula- 
rilés, malgré de nombreux passages par. la bactérie homologue 
a Vautre. | : 


Expériences (en collaboration. avec M™ £. Wollman) {1].-— 
Un tube de bouillon ensemencé avec du B. Shiga est addi- 
tionné de quelques gouttes de bactériophage -anti-colz (1). Un 
autre tube ensemencé avec du: B. coli recoit, de méme, que |- 
ques gouttes de bactériophage -anti-Shiga (Il). Aprés vingt- 
quatres heures d’incubation & 37°, on porte les deux tubes a 
60°, Quelques gouttes de I sont ajoutées & une nouvelle culture 
de B. Shiga, et quelques gouttes de Il & une culture de B. col. 
Ces opérations sont répétées un certain nombre de fois, ce qui 
revient a faire des passages de bactériophage’ anti- edi par le 
B. Shigaainsi que de bactériophage anti-Shiga sur.B. coli. | 

Au moment ot nous avons’ publié nos premiers résultats, 
sept passages successifs avaient été effectués pour chacun des 
deux bactériophages; ce nombre a été porté & quinze depuis. 
On constate, dans ces conditions, que le . bactériophage anti- 
colt attaque das le début le B. Shiga (on pourrait donc, tout 
wussi bien, parler de deux souches différentes de bactériophage 
wnti-Shiga), mais que son action lytique pour ce germe s’accen- 
tue considérablement avec le nombre de passages. Le bactério- 


(1) C. R. Soc. Biol., 92, février 1925. 
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phage anti-Shiga inactif au début vis-a-vis du B. coli devient, 
par la suite, tout aussi lytique pour cette bactérie que le bacté- 
riophage homologue. 

Soumeitons, maintenant, a.l’action de la trypsine les deux 
souches adaplées par passages croisés. On constate ce fait 
intéressaut qu’elles se comportent exactement comme les 
souches d'origine : il y a inactivation pour le bactériophage 
anti-Shiga adapté au B. coli alors que le bactériophage anti- 
colt reste insensible a l’action de la trypsine malgré de nom- 
breux passages par le B. Shiga. L’expérience a été répétée 
pour les deuxiéme, sixitme, septiéme, quatorzitme et quinziéme 
passages avec des résultats concordants. 

La figure 4 (1) fait voir l’action de la trypsine sur chacun des 
bactériophages d’origine. Les tubes 1 ct 2 montrent respective- 
ment l’action sur le bactériophage anti-Shzga d'eau physiolo- 
gique et d’une dilution de trypsine et mettent en évidence 
laction antagoniste de celle-ci. Gomme le montrent les tubes 
3 et 4iln’y a, par contre, aucune différence, pour le bactério- 
phage anti-co/7, entre les mélanges contenant de l'eau physio- 
logique et de la trypsine. 

Les photographies de la figure 2 permettent de constater que 
ce caractére différentiel entre les bactériophages anti-Shiga et 
anti-co/z persiste avec toute lanetteté voulue aprés que chacun 


_de ces bactériophages avait subisept passages par la battérie 


homologue a l'autre. 
Ces expériences semblent démontrer non seulement la mul- 
liplicité des bactériophages, mais aussi une certaine aulonomie 
de ces principes qui fait que cerlains de leurs caractéres restent 
indépendants de l’espéce bactérienne servant aux passages. 


HI. — Conpirions p’acTION ET DE MULTIPLICATION. 


A la suite dexpériences déja anciennes (2) et yue nous 
allons briévement rapporter, nous avions admis au début de 
nos recherches que les bactériophages pouvaient se multiplier 
non seulement aux dépens de germes vivants, mais aussi, dans 


(1) Nous remercions M. Jeantet pour l’exécution remarquable des photo- 
graphies. ne 
(2) C. R. Soc. Biol., 84, janvier 4924. 
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une certaine mesure, aux dépens de produits diffusibles de 
ceux-Cl. 


Expértences. — Des sacs de collodion fixés sur des tubes de 
verre sont stérilisés & 110° et placés ensuite dans des tubes a 
essai contenant exactement 20 cent. cubes de bouillon. Le 
contenu des sacs est ensemencé avec du B. Shiga, celui du 
tube dans le yuel ils plongent recevant X gouttes d'une dilution 
de bactériophage titrée de telle facon qu’une goutte du nouveau 
mélange ne donne, a l’ensemencement immédiat, qu’une ou 
deux plages de lyse au plus. 

On observe dans ces conditions, qu’avec des sacs trés per- 
méables le pouvoir lytique du bouillon dans lequel ils plongent 
augmente d’une facon aussi marquée que lorsqu’on y introduit 
directement du B. Shiga. En méme temps, on observe de la lyse 
a l'intérieur des sacs : il y a eu passage du bactériophage a 
Vintérieur du sac, lyse du contenu et augmentation consécutive 
du pouvoir lytique du bouillon extérieur. 

Avec des sacs moins perméables, on observe une augmenta- 
tion nette, mais restreinte du pouvoir lytique du bouillon dans 
lequel plongent les sacs, sans qu'il y ait trace de lyse & linté- 
rieur de ceux-ci. Nous avions interprété ce résullat en admet- 
tant que le bactériophage s’était multiplié aux dépens des 
produits diffusibles du B. Shiga contenu dans les sacs et nous 
y avons vu une preuve de plus en faveur de sa nature 
vivante. 

Malgré quelques données analogues (Joetten) cette interpré- 
tation est en contradiction absolue avec l'ensemble des faits 
actuellement établis: Il est extrémement probable que méme 
pour ces sacs moins perméables il y avait eu passage de hacté- 
riophage & lintérieur des sacs. La quantilé qui passait élait 
\rop faible pour déclencher la lyse du B. Shiga, mais suffisante 
pour déterminer une légere production du principe lytique tout 
en conférant aux bactéries une certaine résistance : de lA 
absence de lyse & l'intérieur des sacs et augmentation légére 
du pouvoir lytique en dehors. 

On doit, en effet, considérer comme acquis aujour@ hui que 
la bactéiiophagie ne se manifeste qu’aux dépens des germes 
vivants, el méme, tres probablement, des germes en voie de 
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multiplication. Les figures 17 et 19 de la planche XI sont tout 
a fait instructives & ce point de vue : les cellules alteinies de 
hactériophagie sont des cellules en voie de division. 

fl en est de méme de la reproduction du principe actif : elle 
marche de pair avec la multiplication des bactéries atteintes. 
Twort et d’'Hérelle avaient bien reconnu l’importance de la 
« Jeunesse » des cellules bactériennes pour les manifestations 
de la bactériophagie, mais c’est Bordet et Ciuca qui ont les 
premiers attiré l’attention sur les rapports qu'il y a entre 
celle-ci et l’aptitude des cellules a se reproduire. 

Les expériences suivantes montrent bien ce fait fondamental 
que les manifestations de la bactériophagie et la reproduction 
du principe actif sont liées 4 la multiplication cellulaire. 


Exeérience 14. — On ensemence un tube de gélose inclinée 
avec du B. Shiga en étalanl soigneusement de maniére & avoir 
une couche bien continue. Aprés sept heures d’étuve et alors 
que la culture s’est développée on en touche la surface en 
trois points différents avec une anse de platine chargée de 
bactériophage. Le lendemain, la gélose présente des éclaircies 
marquées & chacun de ces points. La méme expérience faile 
avec une culture de quarante-huit heures donne un résultal 
complétement négatif. 


Experience 2. — A une suspension légére de B. Shiga dans 
du bouillon (150 4 200 millions par centimétre cube) on ajoute 
simultanément de la chloropicrine et du bactériophage; une 
partie de cette suspension est portée & 65° de maniére a tuer 
rapidement le B. Shiga (témoin d’opacité). La pariie non 
chauffée se montre considérablement éclaircie le lendemain. 
On sait que la chloropicrine se dissout dans l'eau avec une 
extréme lenteur. Malgré la présence de cet antiseptique une 
certaine multiplication baclérienne a pu se faire amenant avec 
elle la lyse bactériophagique. Le résultat reste négatit lors- 
qu’on ajoule le bactériophage & une suspension de B. Shiga 
ayant subi l’action de la chloropicrine depuis quelques heures. 


Expérience 3. — Le B. Shiga reste vivant, mais ne se multi- 
plie pas & la température de 46°: Un tube de bouillon fraiche- 
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ment ensemencé reste clair 4 cette température pour se 
troubler dés qu’on le porte a l’étuve & 37°. On prépare une 
suspension légére de B. Shiga en bouillon, on la porte & 46° et 
on l'additionne de bactériophage; une partie de ce mélange est 
eardée a la température de 46°, lautre élant mise & |’étuve 
A 37°. Seule cetle seconde partie se trouve éclaircie le lende- 
main et seule elle a permis une multiplication du bactério- 
phage: addition d'une goutte de chaque portion a une suspen- 
sion de B. Shiga donne, & Vensemencement immédiat, le 
nombre de plages constaté avant incubation pour la partie 
conservée a 46°, alors que la lyse est & peu prés compléte pour 
celle mise a 37°. 

Liactivité du bactériophage ainsi que sa reproduction sont 
done fonction de la multiplication cellulaire. Cette notion 
extrémement importante permet d’expliquer un grand nombre 
de faits. - 

En premier lieu le phénoméne si curieux des « taches 
vierges » se comprend aisément: seules les cellules en voie de 
multiplication élant le siége de la bactériophagie, celle-ci 
s'arréte lorsque les cellules chargées de bactériophage arrivent 
au contact d’éléments ne se divisant plus. 

-On comprend aussi l’observation de d’Hérelle sur Vinactivité 
des bactériophages dans les suspensions bactériennes tres char- 
gées. Pour rendre compte de ce fait en apparence paradoxal 
dans I’hypothése dun parasite obligatoire, pour lequel le 
milieu intérieur seul devrait étre en jeu, 4’ Hérelle invoque la. 
production, par les bactéries, de substances inhibitrices pour 
le bactériophage. Or, cette observation s’explique tout naturel 
lement — comme certains fails de méme ordre signalés par 
Bordet — par l'absence, dans ces conditions, de multiplication 
cellulaire. 

Il en est de méme de la constalation faite par d’Hérelle 
@aprés laquelle la baclériophagie ne se manifeste pas dans un 
milieu contenant 1 p. 100 de FINa, ou de celle d’Otto et 
Munter qui signalent le méme fait pour l’acide phénique a 
0,5 p. 100; ces milieux qui permettent pendant un certain 
temps la survie des bacté:ies en empéchent la multiplication. 

Par contre, tout milieu qui (dans certaines limites de réac- 
lion) permet la multiplication des bactéries semble propre & la 


RECHERCHES SUR LA BACTERIOPHAGIE Sit 


reproduction. du bactériophage. Si d’Hérelle a pu oblenir la 
reproduction en série de ce principe dans l'eau physiologique 
ou méme dans de |’eau chimiquement pure (légérement alcali- 
nisée), c’est qu’avec sa technique: (emploi de suspensions 
bactériennes) il introduisait assez de substances nutritives 
pour obtenir un cerlain développement. Il a pu de méme 
réaliser la lyse en: série dans un milieu synthétique A base 
d’asparagine et nous l’avons obtenue & un degré modéré dans 
un milieu synthétique fort simple ayant la constitution sui- 
vante : 


GRAMMES 
Phosphate monopotassique sy. tee woke etae PSR 2 
Baetaterdianamoninimy ¢ fijc.cnhow et & pptinsees espe et 6 
CHLORUT Cress OGUUTN es a cette ae Nae ee atte is cnt ele gs 5 
SCT SUNNCC setae arene cums OA eer eer pene re et en 1.000 


Alcaliniser avec NaOH décinormale. 


Ce milieu: permet un développement assez: restreint du 
B. Shiga et, mieux, du B. colt. 

Le cas des cultures résistantes lysogénes dont nous devons 
Ja connaissance & Bordet et Ciuca montre netlement que la 
reproduction du bactériophage n'est pas liée a la lyse bacté- 
rienne, Doerr el Berger (1) constatent d’autre part qu’en bouillon 
eélatiné le titre lytique pent atteindre et dépasser celui qu'on 
obtient en bouillon ordinaire sans qu’on puisse observer la 
lyse des bactéries. 


Nous avons eu l’occasion d’observer un phénoméne analogue 
au cours d’expériences sur le réle du bactériophage dans les 
phénoménes. d’immunité. Lorsqu’on ensemence du B. Shiga 
dans du bouillon-sérum (parties égales de bouillon et de sérum 
de cheval chauffé 4 56°) et qu’ony ajoute du bactériophage, le 
milieu reste clair comme dans le cas du bouillon ordinaire. 
Avee un milieu composé d'une partic de bouillon et deux 
parties de sérum, ainsi qu’avec du scrum pur, les tubes se 
troublent a Pégal des tubes témoins sans bactériophage, alors 
que le pouvoir lytique du contenu s’est accru d'une facon trés 
prononcée, Des résultats semblables ont été obtenus avec du 


(4) Zeilschr. f. Hy7., 97, 1923. 
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sérum de lapin. Les examens microscopiques n'ont pas permis 
de déceler d’altération marquée dans les milieux au sérum de 
lapin, alors que ces altérations étaient trés neltes en présence 
ite sérum de cheval. Il ne semble donc pas qu’on puisse exclure 
la lyse dans nos expériences, ni, peut-étre, dans celles de 
Deerr, el les résultats observés semblent dus, surtout, a lacqui- 
sition rapide de Ja résistance dans les milieux en question : 
Deerr et Berger ont pu observer, en effet, que les bactéries 
présen‘ent, dans les milieux gélatinés, des modifications bio- 
chimiques et deviennent résistantes 4 l'aclion du bactériophage. 
Le cas se raménerait, ainsi, & celui des cultures résistantes 
lysogénes de Bordet et Ciuca. 

I] était intéressant de savoir par quel mécanisme se produisent 
ces souches résistantes. Y a-t-il acquisition d'une propricté 
nouvelle ou simplement sélection des unités réfractaires. Dans 
le but d’exclure cette derniére hypothése, nous avons pendant 
longtemps poursuivi (avec la collaboration de M™* E. Wollman) 
des essais d’ « immunisation » des bactéries sensibles. 


Expérience. — Du bactériophage anti-Shiga chauffé ou 
digéré par la trypsine (et qui s’était montré inactif dans les 
conditions labituelles des essais) dilué avec du bouillon, était 
réparti en tubes stériles. On ensemencait avec du B. Shiga |e 
premier tube de la série et lon transportait tous les jours une 
anse de contenu du tube ensemencé dans le tube suivant, ce qui 
revenait 4 faire des passages successifs de B. Shiga par le 
bactériophage chauffé ou digéré. On constatait, dans ces condi- 
lions, qu’au bout d'un certain nombre de passages notre B. Shiga 
était devenu résistant et lysogéne. Reprenant l’examen de nos 
bactlériolysats, nous avons pu nous assurer que chaque fois que 
le B. Shiga était devenu résistant il s’était agi d’un_ bactério- 
phage atténué mais non détruil ou encore d'un bactériophage 
susceptible d’étre régénéré (voir plus haut). Par contre, quand 
le bacteriophage élaii définitivement inactivé (chauflage & 70° 
pendant une heure et quarante minutes dans une expérience, 
a 75° et 80° dans d'autres), il deyenait du méme coup incapable 
de produire chez les bactéries le phénoméne de résistance. 

L'acquisition de celle-ci est donc liée & la présence d’un 
principe actif et ce résultat ne permet pas de choisir e 1tre les 


es alianl 


“90 Dee 
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hypotheses de la sélection et celle de l’apparition d'un caractere 
nouveau. Toutefois, les modifications biochimiques, sérolo- 
giques et nigy pasleetauas qui accompagnent la résistance 
parlent neltement en faveur de cetle derniére. 


1V. — BacriériopHaGie ET IMMUNITE. 


Le réle attribué par d'Hérelle au bactériophage dans les 
phénoménes de l'immunité a 6té pour beaucoup dans l’intéré! 
suscilé par les recherches de cet auteur. Endehors de la réaction 
de lorganisme il y aurait, d’aprés d’Heérelle, lieu de tenir compte 
de Vintervention de |’ullra-virus bactériophage. 

Celui-ci déterminerait une immunilé « exogéne » qui vient 
se superposer a limmunilé « endogéne » seule connue jusque-la. 
Contagieuse au méme tilre que la maladie elle-méme, cette 
immunité exogéne permettrait de comprendre certains faits 
fort obscurs tels que les cas de rési-tance individuelle, l’extinc- 
tion des épidémies, etc. C’est ainsi que le bactériophage n’avait 
pu étre décelé dans plus de 100 cas de typhose aviaire mortels 
alors qu’il était présent dans les 4 seuls cas qui se sont ter- 
minés par la guérison (d Hérelle). Des résullats de méme ordre 
ont été obtenus par d'Hérelle dans la dysenterie bacillaire, ainsi 
que par Hauduroy dans la fievre typhoide. Par contre, dans cetie 
derniére affection, Wagemans (1) et Boulet (2) n’ont pu établir 
de relation quelconque entre la bactériophagie et allure de la 
maladie. Le premier ne put, en effel, déceler le bactériophage 
ni chez des convalescents de fiévre typhoide, ni chez des porteurs 
du bacille d’Eberth alors gue Boulet l’'a trouvé indilféremment 
dans des cas mortels, ainsi que chez desconvalescents ou méme 
des personnes indemnes. 

Les données ne sont pas moins discordantes quant a la 
valeur thérapeutique du bactériophage. L’emploi de celui-ci 
donnerait des résultats remarquables dans Ja dysenterie bacil- 
laire, la lyphose aviaire, la septicémie des buffles, d’aprés 
d’Hérelle; dans la dysenterie & B. Shiga, d’aprés da Costa Cruz, 
ainsi que dans la fievre typhoide, d’aprés Hauduroy. Des 
résultats encourageants ont été signalés dans les staphylococcies 


(1) Bull. Acad. de Méd. de Belgique, 1923. 
~ (2) These de Mon/pellier, 1924. 
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(anthrax, furonculose). Par contre, Olto et Winkler n’ont 
pas constaté d’effet favorable dans la fievre typhoide, ni dans la 
dysenterie bacillaire. Etant donné l’importance de la question, 
nous avons entrepris des recherches sur le réle du bactériophage 
dans les infections expérimentales des animaux de laboratoire. 
Nos expériences ont porté sur l’infection péritonéale du cobaye 
a B. coli, sur Vinfection intestinale de Ja souris & B. Danysz, 
ainsi que sur l’infection sous-cutanée de cet animal Pon ae 
B. Shiga. 


is 
Infection du cobaye a B. coli. 


Expértence. — Dans un essai préliminaire, 5 cobayes furent inoculés dans 
le péritoine avec une suspension de 8. coli renfermant aia de culture sur 
gélose par centimétre cube. 


Cobaye n° 81 (370 grammes) recoit 1 cent. cube de cette suspension. 
Cobaye n° 78 (665 grammes) recoit 2 cent. cubes de cette suspension. 
Cobaye n° 79 (520 grammes) regoit 1 cent. cube de suspension de B. coli 
+X gouttes de bactériophage (une heure d’étuve & 37°). | 
Cobaye n° 80 (650 grammes) recoit 2 cent. cubes de suspension de B. coli 
-+ X gouttes de bactériophage (une heure d’étuve a 37°), ate 
Cobaye n° 65 (620 grammes) recoit 3 cent. cubes de suspension de B. coli 
+X gouttes de bactériophage (une heure d’étuve a 37°). : 


Le témoin n° 78 meurt le lendemain avec de trés nombreux bacilles dans 
lexsudat péritonéal. Le témoin n° 81 ainsi que les 3 cobayes ayant recu ai 
bactériophage survivent définitivement. 


( 
i 


Experience, — Deux lots de 10 cobayes chacun sont inoculés dans le péri- 
toine, le premieravec une suspension de B. coli contenant 1/25 de-culture sur 
gélose pen centimétre cube; le second, avec la méme suspension, additionnée 
de 2,c.c. 5 de bactériophage trés actif par 50 cent. cubes de suspension. Le 
mélange = fait trente minutes avant inoculation. 


Série 4 (B. coli). | 


DOSE | porps 

DATE en en RESULTAT | 
cent. cubes grammes 

22 aN Tile ue 4 250 Survil. 
- ie) 270 Survit. 
ce OLS ER ! 2 315 Meurt le 27 avril. 
i De 350% te Meurt le 25 avril. 
= 3 360 Meurt le 25 avril. 

= 4 360 Meurt le 25 avril. 

i Red ta 5 385 Meurt le 25 avril. 
—, Said | poate 6 390 Survit. 
== Ia hte Aaa Ae 7 400 Meurt le 25 avril. 
— 7 400: Meurt le 25 avril. 


_— |» - 
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‘Série 2 (B. coli + bactériophage). 


DOSE POIDS 
DATE en en RESULTAT 
cent. cubes grammes 


24 avril. 1 250 Survil. 
~- 4,5 300 Survyit. 
-— 2 330 Survit. 
_ pera 350 Survit. 
— 3 330 Survit. 
— 4 370 Meurt le 25 avril. 
= 5 380 Survit. 
a yi 440 Survit. 
- 8 435 Meurt le 25 avril. 
Sea We ae 9 460 Meurt le 26 avril. 


Série 41 (B. co//). 


DOSE POIDS ; 
DATE en en kKESULTAT 
cent. cubes grammes 


AOE TENE ee OAT ot ete 2 335 Meurt le 2 mai. 
— Dros) 345 Meurt le 2 mai. 
aa 3 370 Meurt le 2 mai. 
= 4 370 Meurt le 2 mai. 
= 5 400 Meurt le 2 mai. 
— 5 435 Meurt le 2 mai. 

Série 2 (8. coli + bactériophage). 
DOSE POIDS ; 
DATE en en RESULTAT 
cent. cubes grammes 

jer mal 2 320 Survit. 
ve eee eer eS 370 Meurt le 2 mai. 
= 4 380 Survit. 

- 5 400 Survit. 
aa) te tar each ace 6 400 Meurt le 2 mai. 
eS or tad eens a hare ees iT 480 Survit. 


815 


Maleré la survie d’un cobaye témoin ayantrecu 6 cent. cubes 
de suspension de B. col?, la protection conférée par le bactério- 
phage est ici trés nette. 


Expérience. — Deux lots de 6 cobayes chacun sont inoculés par voie intra- 
périlonéale, le premier avec une suspension de B, coli contenant 1/25 de 
cullure sur gélose par centimélre cube; l’autre avec Ja méme suspension 
-additionnée de 2 cent. cubes de bactériophage par 35 cent. cubes de suspen- 
sion. Le mélange est fail quarante-cing minutes avant inoculation. 
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Ici encore, malgré certaines irrégularités (mort du cobaye 
n’ayant recu que 3 cent. cubes de mélange), la protection 
assurée par le bactériophage est manifeste. Tout+fois, la numé- 
ration des germes se développant sur gélose apres ensemence- 
ment de chacune des suspensions a montré que le nombre de 
colonies qui se développérent a partir de celle additionnée de 
bactériophage depuis quarante-cing minutes ¢tait cing fois 
plus faible qu’avec le B. cof normal. Nous avons, pour cette 
raison, répété l'expérience en inoculant séparément, d’abord le 
B. colt, ensuite le filtrat bactériophagique. 


Expérisvce. — Cobayes inoculés par voie intrapéritonéale avec une 
suspension de B. coli correspondant a 1/10 de cullure sur gélose par centt- 
métre cube. Une partie de ces cobayes son! inoculés, quarante-cing minutes 
plus tard, avee 1 ou 2 cent. cubes de filtrat lytique. 


DOSE DOSE 
POINS de B. coli ce . 
nile RESULTAT 
reat! en grammes en bactériophage 


cent. cubes en cent. cubes 


PRS CORN peters 210 4 » Meurt le 4¢° juin. 
et oT oe 200 fl 4 Survil. 
am an farts eyes 225 Ae, » Meurt le 28 mai. 
sotha aber Aveo 220 1,5 1 Survit. 
een caee) Baer 240 2 » Meurt le 28 mai. 
Sa fai sen *s 240 2 4 Survit. 
ie is Coe iene 265 3 » Meurt le 28 mai. 
— 265 3 4 Meurt le 28 mai. 
= 260 4 » Meurt le 28 mai. 
= 260 4 2 Meurt le 29 mai. 
= 280 5 » Meurt le 28 mai. 
aan aS INN oa A 290 5 2 Meurt le 28 mai. 
— 275 6 » Meurt le 28 mai. 
— 295 6 2 Meurt le 3! mai. 
- 330 Hi » Meurt le 28 mai. 
— 270 7 2 Meurt le 28 mai. 


Les trés grandes quantités de bactériophage employées dans 
celte expérience ont donc exercé une action curative limitée 
mais nelte. Dune facon générale, nos résultats concordent avec 
ceux de Bordet et Ciuca qui ont pu, eux aussi, protéger le 


cobaye contre une dose mortelle de B. coli inoculée dans le 
péritoine. 
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Infection intestinale des souris a 8. Danysz. 


Expérience. — Trois lots de souris comprenant respectivement 11, 9 et 
7 animaux, recoivent sur du pain, le premier, une suspension de B. Danysz ; 
le deuxiéme, un mélange préparé la veille de celte suspension et de bacté- 
riophage ; le troisiéme, du B. Danysz, et, le lendemain, du bactériophage. 

Toutes les souris meurent dans les dix jours qui suivent le repas infectant 
sans qu’on ail pu constater une différence quelconque dans l’allure de 
linfection parmi les trois lots. Voici les détails de cette expérience : 


2S RS A A REI ET TE I I SPIE SS EPRI I EI SPO ES 


. rRO BD) 
DEUXIEME LOT TROISIEME LOT 


PREMIER LOT (B. Danyss ; 
(mélange B, Danys=| vingt-nreuf heures RESULTAT 
a ade =) et bactériophage) Faeiorhcas 
_ 4 souris. = Meurt au 4° jour. 
_ _— 1 souris. Meurt au 5° jour. 
3 souris. 1 souris. 1 souris. Meurent au 6¢ jour. 
4 souris. 4 souris. 4 souris. Meurent au 7¢ jour. 
3 souris. 3 souris. 1 souris. Meurent au 8¢ jour. 
1 souris. 1 souris. -- Meurent au 9¢ jour. 
—_ 2 souris. 4 sour.s. Meurent au 10° jour. 


Ces résullats concordent avec ceux publiés tout récemment 
sur le méme sujet par Lévy ainsi que par Kichet et Hauduroy 
et montrent que le bactériophage administré par ingestion 
n’exerce aucune aclion préventive ou curative dans la typhose 


murine. 


Infection sous cutanée des souris par le B. Shiga. 


Experiences. — 1° Deux lots de souris sont inoculés, par voie sous-cutanée, 
avec une suspension de B. Shiga renfermant 1/10 de cullure sur gélose par 
cent. cube. Pour le deuxiéme lot on ajoute, trente minutes avant l’inoculation, 
V gouttes de bactériophage pour 12 cent. cubes de suspension. 


DOSE PREMIFR LOT SAS TUATS 
en cent. cubes \B. Shiga) 
0,25 2 souris. Meurent aux 2° el 3¢ jours. 
see ; 
0,5 2 souris. Meurent au 3¢ jour. 
? F “ 
4 { souris. Meurt au 3¢ jour. 
UEUNIEME LOT 
saps (B. Shiga RESULTATS 
cent. cubes — bsctériophage) 
0.5 2 souris. Meurent aux 2° et 3¢ jours. 
1 3 souris. Meurent aux 2¢ et 3° jours. 
1.5 2 souris. Meurenl aux 2° el 3@ jours. 
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20 Deux lots de souris sont inoculés, le premier avec une suspension de 
B. Shiga correspondant a 1/50 de culture sur gélose par cent. cubess le 
deuxidme avec la méme suspension additionnée trente minutes auparavant 
de VI gouttes de bactériophage pour 15 cent. cubes de suspension. 

Voici les détails de cette expérience. 


DOSE PREMIER LOT 


: SULT 
en cent. cubes (B. vhiga) aig 
ORS Nan an ahs, 3 ee eS OUTS. Survivent. 
iE ar Aenea edie abc 2 souris. 4-survil, 1 .meurt au. 4° jour. 
ga ea gy ens ae 2 souris. Meurent aux 3° et 5¢ jours. 
DOSE DEUXIEME LOT 
en (B. Shiga RESULTATS 
cent. cubes -+ bactériophage) 
On Seapets eRe 2 souris. - 1 survit, 1 meurt au 4¢ jour. 
Metee He cine da GRAS - 2 souris. Meurent au 3 jour. 
De A ASSIS Ts <. 2 souris. 4 suryit, 1 meurl au 5° jour. 


[1 ne semble pas, d’aprés ces résultats, que le bactériophage 
exerce une action protectrice quelconque dans l|'infection dysen- 
\érique expérimentale de la souris. D'aprés Boulet, chez le 
cobaye, la marche de la maladie serait méme aggravée (Libé- 
ration de toxines?) alors qu’Otto et Munter purent protéger cet 
animal contre linfection intrapéritonéale mortelle. 

En somme on réussit, en se plagant dans des conditions 
qu’on peut considérer comme exceptionnellement favorables, a 
conférer, & Vaide du bactériophage, dans quelques cas, une 
protection resireinte mais nette contre certaines infections 
expérimentales (B. co/r). En revanche, dans d'autres infections 
Pemploi du bactériophage semble échouer, probablement par 
suite de la production de cultures secondaires (typhose murine). 
ou & cause de la toxicité du germe employé (B. Shiga). 


V. — EssaAis DE PRODUCTION EXPERIMENTALE DU BACTERIOPHAGE. 


Les recherches si nombreuses entreprises sur les propriétés. 
du bactériophage, sur le mode de son action et de sa reproduc- 
lion, ne nous permettent guére, jusqu’ici, de nous prononcer 
sur la nature de ce principe. On peut méme dire qu’elles ont 
accumulé les difficultés devant les diverses hypothéses émises 
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et la divergence des opinions qui persiste parmi ceux qui se 
sont le plus occupé de la question montre que celle-ci est loin 
d’étre résolue. 

A vrai dire, un seul moyen soffrait qui devait permetlre de 
choisir définitivement entre les deux hypotheses principales 
d’autogénése et d'hétérogénése : la production expérimentale 
de ce principe a partir de cultures et sous l’influence de facteurs 
qui en fussent sirement exempts. On comprend que les 
tentatives dans cet ordre aient été fort nombreuses. 

Bail, Gildemeister, Weinberg et Aznar, et surtout Otto et 
Munter, affirment avoir obteme des bactériophages a partir de 
cultures pures de diverses bactéries. La filtration exercerait, 
d’aprés Olto et Munter, une action particuliérement favorable 
sur cette production; elle ne serait, toutefois, pas indispensable 
et pourrait étre remplacée par le chauffage 4 60° ou méme par 
la centrifugation. 

Nous avons repris ces expériences sur une souche de B. Shiga 
des collections de I’'Institut Pasteur que nous emplovons depuis 
plusieurs années aux expériences sur la bactériophagie. Tout en 
se montrant particuliérement apte 4 l’entretien et & la régéné- 
ration de ce facteur, la souche en question n’a jamais présenté 
de phénoménes de bactériophagie spontanée. Dans loutes nos 
expériences, des précautions particuliéres étaient prises pour 
assurer la stérilité des diverses opérations; c’est ainsi que nous 
stérilisions non seulement les bougies, mais aussi les boules. 
servant & leur remplissage. Celles-ci étaient, de plus, bouchées 
au coton. Aprés transvasement, avec les précautions habituelles, 
du liquile & filtrer, le bouchon de coton était remis en place 
pour la durée de la filtration qui se faisait toujours a trés faible 
pression (15 a 20 centimétres au maximum). 


Exeériences. — 1° Un ballon contenant 100 cent. cubes de bouillon Martin est 
ensemencé avee du B. Shiga et porté a l’étuve a 37° pour une période de 
trois semaines au cours de laquelle il est réensemencé, a deux reprises, avec 
des cultures jeunes. Au bout de ce temps on fillre sur bougie et on ajoute 
un volume de filtrat A trois volumes d’une suspension légere (200 millions 
environ par cent. cube), fraichement préparée de B. Shiga. Les ensemence- 
ments sur gélose fails soit aussilot, soit aprés vingt-sept heures d’incubation, 
donnent des cultures absolument normales. Aprés sept jours d’étuve, nou- 
velle filtration. Le filtrat est dilué de moitié avec du bouillon frais et ense- 
mencé de B. Shiga. Les mémes opérations sont répetées encore deux fois : 
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Les cultures oblenues aprés quatre fillrations successives restent normales. 

2° Culture de B. Shiga préparée dans les mémes conditions que ci-dessus est 
filtrée aprés trois semaines d’éluve. Le filtrat est réensemencé aprés dilution 
aux deux tiers avec du bouillon frais; nouvelle filtration et nouvel ensemen- 
cement, dans les mémes conditions, au bout de trois jours. Lopération est 
répétée quatorse fois. Le protuit de la quatorziéme filiration ne posséde aucune 
action lytique. 


Nous ne voudrions tirer de ces expériences négalives qu’une 
seule conclusion : c’est que des facleurs encore inconnus doivent 
expliquer la différence des résultats oblenus par les auteurs que 
nous venons de citer et par nous-méme et que la filtration ne 
saurait jouer, dans les premiers, qu'un role tout & fait secon-- 
daire. I] nous sera permis, toutefois, d’insister sur les nom- 
breuses causes d’erreur auxquelles préte la filtration dans des 
recherches sur un agent filtrable et d’aussi grande résistance 
qu’est le bactériophage : il suffira de rappeler, & ce propos, les 
résultats de Putter et Vallen qui affirmérent avoir obtenu du 
bactériophage par simple filtration de bouillon stérile. 

Une cause d’erreur beaucoup plus importante consislte dans 
la possibilité de la présence du bactériophage a ['élat latent 
dans les cultures employées. Cette possibililé déja signalée 
par d'Hérelle a été bien mise en évidence par les recher- 
ches de Flu (1) et de Preisz (2), ainsi que par les faits de 
régénération aprés chautlage (d’Hérelle, Otlo et Munter et 
nous-méme) et, surtout, aprés dilution (Otto et Munter). Il 
est probable que c’est de cetle facon que s’explique une 
partie des résultats positifs obtenus & partir de cultures pures, 
sans filtration. 

Les choses se compliquent, bien davantage, lorsqu’on fait 
agir sur des cultures bactériennes différents agents, fort com- 
plexes le plus souvent, et dont Vorigine méme (ferments 
digestifs) peut étre suspecte. 

C'est dans celte catégorie que doivent étre rangées les expé- 
riences de Bordet et Ciuca(exsudats périlonéaux) ; de Lisbonne, 
Boulet et Carrére (leucocytes d’abe’s aseptiques, d’épan- 
chements pleuraux); de Kuttner (extrails d’organes); de Pico, 
de Joelten et de Combiesco (pancréaline), ete. 


(1) Centralbl. f. Bakt., 1, 90. 
(2) Loc. eit. 


ee 
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Nous avions nous-méme cherché & déclencher la bactério- 
phagie par les moyens les plus divers, soit indépendamment, 
soit a la suite des auteurs ci-dessus. 

Comme nous l’avons dit au début, ce sont des recherches sur 
nos animaux aseptiques qui ont constitué le point de départ de 
cette élude. Il nous sembla quwil y avait grande chance pour 
qu'un virus ultra-microscopique, parasite obligé des bactéries, 
ne se retrouvat pas chez les animaux bactériologiquement 
stériles; par contre, s'il s’agissait d’un phénoméne pouvan! étre 
déclenché par les ferments digestifs (Kabeshima) ou cellulaires 
(Bordet et Ciuca), il le devait étre aussi bien par ceux des 
animaux asepliques. Dés 1920 nous avons recherché sans 
résultat la présence du bactériophage anti-Shzga dans les excré- 
ments de trois cobayes, agés de quelques jours & deux semaines 
élevés aseptiquement. Etant donné le trés petit nombre d’expé- 
riences et, surtout, le fait que nous n’avions pas davantage 
réussi avec de petits cobayes témoins de méme Age, nous 
n’avions cru pouvoir en dégager des conclusions. 

Ces expériences furent reprises sur des canerclats (PAylo- 
droma germanica), que nous élevons @ l'état aseptique depuis 
plusieurs années. 


Expériences. — le contenu de trois ballons contenant de 
tres nombreux cancrelats aseptiques est émulsionné avec du 
bouillon. L’émulsion ainsi obtenue est trés riche en ferments 
protéolytiques : une goutte détermine la liquéfaction d'un tube 
de gélatine. Les émulsions sont ensemencées respectivement 
avec du B. Shiga, du B. coli et du B. typhique. Aprés vingt- 
quatre heures d’étuve a 37°, on chauffe & 56° pendant une heure. 
On dilue avec du bouillon stérile et l'on ensemence de nouveau 
avec la bactérie correspondante. L’opération est répétée quatre 
fois : le liquide du quatriéme passage ne présente aucune 
action lylique. Méme résultat négatif dans une autre expérience 
dans laquelle le contenu des ballons avait été soumis au 
broyage & l’agitateur avec des perles de verre et dans laquelle 
la filtration avait été substituée au chauflage a 56°. 

Enfin, dans une troisitme expérience, trois ballons contenant 
de tres nombreux cancrelats aseptiques vivants furent ense- 
mencés, respectivement, avec du B. Shiga, du B. colt et du 
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B. typhique. Six jours plus tard, une partie du contenu de 
chaque ballon est prélevée aprés addition de bouillon et broyée 
a l'agitateur avec des perles de verre. 2 cent. cubes de |’émul- 
sion ainsi oblenue sont dilués avec du bouillon stérile, ense- 
mencés avec la bactérie correspondante et le tout est porté a 
Vétuve a 37°. Filtration cing jours plus tard. XX-XXX gouttes 
des filtrats sont ajoutées & du bouillon stérile ensemencé avec 
la bactérie correspondante; l’opération est répétée ensuite tous 
les jours. Les filtrats de quatriéme passage se montrent tota- 
lement inactifs pour les bactéries employées (1). 

Ces expériences exécutées dans des conditions qui permettent 
d’éliminer toute souillure accidentelle par le bactériophage 
nous autorisent & exclure l’action directe de ferments digestifs 
et cellulaires dans Ja production du principe actif. 

Du reste, au cours des recherches sur l’action de la trypsine 
rapportées plus haut, nous avions cherché en vain, a plusieurs 
reprises, & provoquer l’apparilion de la bactériophagie, avec 
divers échantillons de ce produit. Nos résultats concordent 
pleinement avec ceux de Flu, et d'autres auteurs. Combiesco 
qui a obtenu des résultats positifs les rapporte a l'impureté 
des produits employés. 

Nous ne citerons qu’en passant des expériences, également 
négatives, faites avec la pyocyanase et la vaccine glycérinée. 
Ayant pu trés facilement reproduire l’expérience fondamentale 
de Twort, nous nous étions demandé si le phénoméne de bacté- 
riophagie ne serait pas déclenché pour d'autres bactéries éga- 
lement (B. Shiga), soit par la vaccine totale, soit par la glycé- 
rine. Les résultats furent complétement négatifs, comme nous 
venons de le dire, aussi bien avec la lymphe totale chauffée 
a 60° (température trop élevée?) qu’avec de la glycérine stérile. 

Nous nous arréterons davantage sur l’action des leucocytes. 
On sait que se basant sur la richesse en leucocytes des selles 
dysentériques (source premiére du bactériophage anti-Shiga), 
Bordet et Ciuca avaient eu lidée de s’adresser aux exsudats 
leucocytaires pour déclencher le phénoméne de la lyse trans- 
missible. A cet effet, ils injectent, & plusieurs reprises, du B. 
colt dans la cavilé péritonéale de cobayes. L’exsudat prélevé 


(1) Ces résultats négatifs ont été confirmés par P. Brutsaert qui a bien 
oulu reprendre les expériences sur notre demande. 
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quelques jours aprés la derniére injection et chauffé a 58° 
détermine, d’aprés ces auteurs, le phénoméne de bactério- 
phagie (1). 


Exptriences. — Nous avons repris cette expérience avec du 
B. Shiga ainsi qu’avec du B. coli que M. Bordet a bien voulu 
mettre & notre disposition. Six cobayes n’ont recu qu'une seule 
injection de B. Shiga ou de B. coli. L’exsudat prélevé le len- 
demain et chauffé 4 56° n’exerca aucune action sur les bacté- 
ries correspondantes. Deux autres cobayes recurent chacun 
trois injections (4 deux jours d’intervalle) de B. coli ou de 
B. Shiga. Quatre jours aprés la derniére injection, les cobayes 
furent tués et exsudat prélevé stérilement ajouté, & la dose de 
XV gouties, 2 du bouillon fraichement ensemencé avec la bac- 
térie correspondante sans qu’on put constater trace de bacté- 
riophagie. Les cultures ainsi obtenues furent chauffées a leur 
tour et ajoutées & du bouillon ensemencé respectivement avec 
du B. coli ou du B. Shiga : Vensemencement sur gélose ne 
décela rien d’anormal. 

Nous n’avons pas été plus heureux avec du pus, soit asep- 
tique, soit bactérien de cheval (2). Enfin, tout derniérement, 
aprés une communication verbale de M. Lisbonne, nous avons 
répété ces expériences avec du pus aseptique de chien (abcés 
de térébenthine) en suivant aussi exacteraent que possible la 
technique indiquée par cet auleur. 


Experience. — Le pus est dilué avec du bouillon stérile et 
ensemencé avec du B. Shiga, du B. colt et du B. typhique 
(deux tubes étant préparés pour chaque bactérie contenant, res- 
pectivement, 10 et 25 cent. cubes de bouillon pour 2 c. c. 5 de 
pus). Au bout de cing jours les cultures ainsi obtenues sont 
fillrées, d’abord sur terre d’infusoires, ensuite sur bougie; 
XXX gouttes de filtrat sont ajoutées 4 du bouillon ensemencé 
avec la bactérie correspondante et l’opération est répétée a 


(14) Comme le fait remarquer justement _Coutiére (Biol. méd., 12, 1921) 
celle expérience est la méme que celle qui avait permis la découverte du 
phénoméne de Pfeiffer et lon est surpris que la bactériophagie ne le fut pas 
du méme coup. ae 

(2) Nous remercions M. Ramon ainsi que MM. Urbain et Barotte qui ont 
bien youlu nous procurer du pus de cheval et de chien. 
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cing reprises & un ou cing jours d’intervalle. A chaque filtra- 
tion, on éprouve l’activité lytique par ensemencement sur 
gélose : tous /es essais restent négatifs. 

En somme, nous avons constamment échoué dans nos essais 
de production de la bactériophagie & l'aide de leucocytes ou 
de ferments, comme dans ceux ayant porté sur des cultures 
pures. Toutefois, étant donné l’autorité qui s'attache aux 
noms des auteurs qui l’ont observée, le fait méme de cette 
production, dans certaines conditions, ne saurait étre mis en 
doute. En admettant donc que toutes les causes d’erreur — et 
nous rappelons encore une fois le phénoméne de régénération 
des bactériophages latents — aient été éliminées, une seule 
conclusion semble se dégager de ces résultats si différents : /es 
facteurs auxquels on a attribué la production de la bactério- 
phagie ne peuvent jouer dans ce phénoméene quun réle tout a 
fait secondaire et accidentel; son déterminisme vrai nous échappe 
jusgw cr totalement. 

Pour terminer cet exposé nous rapporterons briévement des 
expériences récentes sur la production de la bactériophagie 
faites avec la collaboration de P. Brutsaert et qui montrent 
bien toute Ja complexité du probléme. 

Pensant que les résultats obtenus par Bordet et Ciuca pour- 
raient étre dus & l’action d’anticorps sur les bactéries, nous 
avons fail agir sur celles-ci des sérums spécifiques. 


Exprriances. — Des suspensions de B. Shiga et de B. cola 
sont mises en présence des sérums correspondants ainsi que de 
séruims obtenus en injectant 4 des lapins des lysats de B. Shiga 
et de B. coli produits par action du Tyrothrix (1) et gardées a 
l'étuve pendant six jours; V gouttes du contenu de ces tubes 
sont ajoutées & des cultures fraiches des bactéries correspon- 
dantes; ces cultures sont fillrées aprés trois jours d’étuve et les 
filtrats mis en présence de nouvelles cultures; l’opération est 
répétée & quatre reprises; au quatri¢me ensemencement, unc 
action lytique trés marquéeapparait aussi bien pour le B. Shiga 
que pour le B. colt. 

On recommence l’expérience avec le méme résultat, 4 cette 


(1) L. Rosenrnan. C. R. Soc. Biol., 92, 1925. 
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différence prés que l’action lytique ne se manifeste qu’au cin- 
quiéme passage. 

Encouragés par ce succés, nous reprenons l’expérience sur 
une échelle plus grande en ajoutant aux sérums ci-dessus un 
sérum antiparalyphique B ainsi que plusieurs sérums normaux 
de lapin et en soumettant & leur action plusieurs souches de 
chaque espéce bactérienne; quarante-quatre combinaisons dif- 
férentes furent ainsi réalisées. Eh bien, malgré des conditions 
en apparence identiques a celles des deux expériences posilives 
— laseule différence consistant en des précautions plus grandes 
contre toute souillure éventuelle par le bactériophage — aucune 
action lytique n’a pu étre obtenue cette fois, malgré de nom- 
breux passages. 


VI. — Propriéttés aNTIGENES DES BACTERIOPHAGES. 


La production expérimentale des bactériophages, dans des 
conditions excluant toute cause d’erreur, en ett établi défini- 
tivement l’origine bactérienne. A son défaut, l’étude de leurs 
propriétés anligénes ne nous apporterail-elle pas des précisions 
sur leur nature? 

Bordet et Ciuca (1) avaient, en effet, montré que les bactério- 
phages étaient doués d'une fonction antigéne : injectés dans 
Vorganisme, ils provoquent la formation d’anticorps capables de 
les neutraliser. 

Dans l’hypothése de d’Hérelle, un lysat bactériophagique 
devait contenir, a cdté d’antigénes bactériens, ceux qui sont 
propres au bactériophage. En préparant un animal avec un tel 
lysat, en saturanlt ensuite dans le sérum obtenu les sensibilisa- 
trices correspondantes a la bactérie, on devait pouvoir déceler 
celles qui correspondent au bactériophage dans le cas ott celui-ci 
aurait une existence antigéne propre. La réaction de fixation 
devait nous permettre de répondre a cette question (2). 


(1) C. R. Soc. Biol., 84, 1920. 

(2) C. R. Soc. Biol., 85, 1921. Cette note contient des evrala que nous avons 
corrigées dans le travail acluel. Dans la remarque explicative de la table, il 
faut lire Ser. I au lieu de Ser. IJ et vice versa. Dans le texte (p. 773), lire 
igne 5 au lieu de ligne 6 et lignes 8 ef 9 au lieu de lignes 9 et 10. 
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Expértences (en collaboration avec L. Goldenberg). — Deux lapins sont 
préparés, l’un avec du B. Shiga (sérum I), autre avec du lysat bactério- 
phagique de ce germe (sérum II). Chacun de ces sérums (chauffés & 56°) est 
mis, soit tel quel, soit aprés saturation par une suspension de B. Shiga 
(qu’on élimine ensuite par centrifugation) en présence des deux antigénes : 
suspension de B. Shiga et lysat bactériophagique de ce germe. Le tableau I 
donne les résultats obtenus dans trois séries d’expériences. 


TasLeau I. 

a SS SS a 
EXPERIENCE | EXPERIENCE I] | ExpPERIENCE III 
DOSES D’ ALEXINE SSS SS | 
0,1 0,2 0,3 0,4 | 0,5 |0,1/0,2 10,3 }0,4 |0,5 0,4 0,2 |0,3}0,4 0,5 
SOMES Ie oy sho cc mc Ayty+ye]+ y+) +)4+]4)=)+}/4+]+]=]—- 
Sér. [2 She 2) cue +y+y]+J=yH] +e] ] += ]—|4+]4]=]-J]- 
Serato hee me) eee +/+/4]J—}]—]+)]4+]/4}—]—|4+]4+)]4]-|- 

(Sér.1—Sh)+Sh..... a a | | | fe 
(Sér.I—Sh)+B...... Se fe IE Se | || Se |||) || 
(Sér. 11—Sh)+Sh..... + Je }]—}—] —] 4+} +/+]—J]—}4+ J/4]—}—|— 
(Sér. 1—Sh) +B... .. + J+f+]+]+]+}4]+]4]4+/4+]4]4]4]+ 
(Sér. 1— Sh) + autolysat. . +|+ — 
(Sér. If — Sh) + autolysat . a Be te ri ae 
(Sérum I = sérum anti-Shiga) ; sérum II = sérum |fanti-bactériolysat ; 


les 2 sérums sont employés a la dose de 0,2 c. c. B=bactériolysat ; 
Sh=B. Shiga. L’alexine est employée a la dilution de 4. p. 10. La satura- 
tion des sérums par le B. Shiga est indiquée par le signe (— Sh). Le bactério- 
lysat n’exercait, aux doses employées, aucune action empéchante propre ; 


? 


celle de la suspension bactérienne ne dépassait pas 0,1 c. c. d’alexine 
a41p.10; + signifie: fixation compléte; = : fixation partielle; — : hémolyse 
complete.) 


Ces expériences mettent en lumiére un fait extrémement 
intéressant : La saturation du sérum anti-bactériolysat par le 
B. Shiga en laisse intact le pouvoir fixateur (pour les doses 
d’alexine employées) en présence |de ce bactériolysat. Par contre, 
le sérum anti-Shiga devient, dans ces conditions, & peu prés 
inactif. I y auravt done, dans le bactériolysat un antigéene propre, 
différent de ceux du B. Shiga normal. 

Toutefois, le fait que le sérum anti-Shiga fixe mieux l’alexine 
en présence de bactériolysat que de Shiga intact nous a incité 
i la prudence. Nous nous sommes demandé si les résultats 
obtenus ne tenaient pas en partie & la valeur antigéne du 
B. Shiga lysé. Des essais faits avec de l'autolysat de B. Shiga 


—_. 


| 
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(sous éther &@ 37°’) ont montré que ce facteur avait pu entrer, 
pour une part, dans les résultats obtenus : Tableau II et 
lignes 8 et 9 du Tableau I. 


Tasieau II. 


DOSES D’ALEXINE 04 0,2 0,3 0,4 0,5 
SenuUmM lt Shee es ch oe es + + =e = — 
Scvunivle-erautobysate eet suswes oe + + = = + 
SCRUM Ste Dae Mire cee Se oa + + =o = ab 


Devant ces résultats, nous n’avons pas cru pouvoir conclure 
de facon ferme & l’autonomie antigéne du _bactériophage. 
Reprenant nos expériences, Otto et Winkler (1) ont confirmé, 
avec du B. Flexner et du bactériophage anti-Flexrner le fait 
fondamental qu'épursé par la suspension bactérienne homologue 
le sérum antt-bactériolysat garde a peu pres intact son pouvorr 
fixateur en présence de celui-ct. Ils n’hésitent pas & en conclure 
a l’existence d’une fonction antigéne propre au bactériophage. 

L’autonomie antigéne des bactériophages est établie de la 
facgon la plus nette par des expériences que nous avons insli- 
tuées avec la collaboration de P. Brutsaert (2). Les recherches 
que nous venons de rappeler ne paraissant pas autoriser une 
conclusion ferme & cet égard, nous avons abordé la question 
avec une technique différente trés simple et qui constitue, en 
quelque sorte, la contre-partie de celle que nous venons de 
décrire. 

Au lieu de chercher 4 mettre en évidence un antigéne propre 
aux bactériophages, nous nous sommes demandé si ceux-ci 
pouvaient étre identifiés avec les antigénes constitutifs des bac- 
téries. On sait, depuis les recherches de Bordct et Ciuca que 
les sérums anti-bactériophages possedent la propriété d’en 
inhiber l'action. Dans le cas ot les bactériophages seraient des 
constituants ou des produits des bactéries on devrait, a l'aide 
de celles-ci, pouvoir obtenir des sérums neutralisant les bacté- 
riophages a un degré plus ou moins prononcé. 


(1) Deuts. med. Woch., 1922. 
(2) C. R. Soc. Biol., 92, 1925. 
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Expiriences. — Nous avons préparé des sérums en injectant 
a des lapins : 1° des suspensions de B. colt ; 2° des lysats de 
B. colt produits par Vaction du Tyrothrix ; 3° du bactériophage 
anti-colz; 4° des suspensions de B. Shiga; 5° des lysats de 
B. Shiga (Tyrothrix); 6° du bactériophage anti-Shiga 

Les trois premiers sérums sont mis en présence du bactério- 
phage anti-co/i & raison de III goutles de sérum pour II gouttes 
de bactériophage ; les trois derniers sérums sont mis en pré- 
sence du bactériophage anti-Shzga dans les mémes conditions. 
Aprés cing jours de contact & la température du laboratoire, 
on porte II gouttes du contenu de chaque tube dans du bouillon 
ensemencé avec la bactérie correspondante ; B. colt pour les 
trois premiers sérums, B. Shiga pour les trois derniers. Le 
développement de Ja culture témoigne de la neutralisation du 
bactériophage. 

Le tableau suivant dans lequel le signe (—) indique l’absence 
de culture et le signe (+--+) un développement abondant 
résume cette expérience reproduite deux fois avec des résul- 
tats idenliques : 


oc A ; BACTERIE . 
SERUM BACTERIOPHAGE if TAT 
ensemencée ESIGN 


a 


tho BNR a Je (GR) at So TOF Sec Anti-coli. B. coli. — 
Ze ASME (OD)! So poo 8 0 ole < Anti-coli. B. colt. — 
3. Anti-bactériophage (coli)... . . Anti-coli. B. coli. ++ 
ARMIES OMS AG 3 oc ny 8 oo Ge Anti-Shiga. | B. Shiga. — 
§. Anti-lysat (Shiga)... 2... Anti-Shiga. | B. Shiga. - 
6. Anti-bactériophage (Shiga) . . . .| Anti Shiga. | B. Shiga. +4 
Témoins. 

Anti-colt. B. coli. — 

Anti-Shiga. | 8. Shiga. — 

B. coli. Lf 


B. Shiga ++ 


rer SSN 


Ces résullats montrent que méme a la dose de V gouttes ni 
les sérams anti-bactériens ni les sérums anti-lysats (Ty: othrix) 
n’exercent aucune action inhibitrice sur les bactériophages 
corresponJants. Cetle inhibition est complete, par contre, avec 
les sérums anli-bactériophages et les litrages montrent qu’elle 
lest encore avec des quantités de sérum environ 150 fois plus 
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faibles (0,002 c.c. de sérum pour HUI gouttes de bactério- 
phage). Le baclériophage constitue donc une entité antigene 
nouvelle ne préexistunt pas chez la bactérie normale. 

Bien d’autres faits viennent a l’appui de cette aulonomie des 
bactériophages. Nous ne rappellerons que nos expériences, 
confirmées par Otto et Munter, sur la persistance de sensibili- 
salrices pour les bactériophages dans les sérums anti épuisés 
par les bactéries correspondantes. Celles de Bruynoghe et 
Appelmans, d’aprés lesquelles deux sérums préparés chacun 
avec un bactériophage antityphique différent ne neutralisent 
respectivement que le bactériophage ayant servi 4 leur prépa- 
ration. La persistance, enfin, de caractéres déterminés (sensi- 
bilité a la trypsine, voir plus haut) au cours de passages par 
des bacléries différentes. 


VII. — SianiricaT:oN DE LA BACTERIOPHAGIE. 


Parmi les théories proposées pour expliquer le phénoméne 
de la bactériophagie, celle de d’Hérelle a le mérite incontestable 
de la simplicité. Elle reste dans le domaine des notions fami- 
liéres en transposant simplement, « l’échelle des bactéries, des 
faits qui ont été peu a peu découverts pour les bactéries elles- 
mémes vis-a-vis des macrobes » (41). Rien ne paraissait plus 
naturel que celte transposition dans le cas d’un processus dont 
Pallure est comme calquée sur les manifestations microbiennes. 
Petit & petit, pourtant, les faits relatifs aux propriétés du prin- 
cipe actif, & sa distribution, 4 l’action des sérums anéi et, 
surtout, aux conditions de sa reproduction sont venus opposer 
a la théorie parasilaire des difficultés trés grandes. S’il est vrai 
que seule la production expérimentale de la baclériophagie dans 
des conditions irréprochables permettra de la rejeter définitive- 
ment, on peut dés a présent considérer |’hypothése d’un virus 
ultra-microscopique comme peu probable. 

Ilen est de méme des théories dites diastasiques. Les condi- 
tions d'action et de régénération des bactériophages n’auto- 
risent pas a les assimiler aux ferments connus et la lyse ne 
constitue, par ailleurs, qu’un des aspects de la bactériophagie. 


(1) Courtine. Biologie médicale, 13, 1923, p. 8. 
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D’autre part l'étude des propriétés antigénes des bactério- 
phages montre qu’il ne s’agit pas de ferments (ou proferments) 
bactériens normaux (1). Quant & la conception de Bordet et 
Ciuca, que ses auteurs classent également parmi les théories 
diastasiques, elle apporte une notion nouvelle et extrémement 
importante, celle de l'hérédité. 

Nous avons, il y a longtemps (2), attiré l’attention sur les 
analogies qu'il y avait entre cette conception conduite a ses 
conséquences logiques et ’hypothése des « pangénes » & l’aide 
de laquelle Darwin avait cherché & représenter la transmission 
des caractéres acquis (3). Au fur et & mesure que les faits nous 
obligeaient & éliminer les diverses hypothéses proposées, nous 
nous sommes demandé s'il n’y avait pas la autre chose que des 
analogies. 

Depuis l’époque déja lointaine des « pangénes», les recherches 
sur le mendélisme ont, en effet, établi lexistence de supports 
matériels pour certains caractéres héréditaires. De tels carac- 
teres héréditaires peuvent apparaitre spontanément (c est-a-dire 
dans des conditions dont le déterminisme nous échappe) et, fait 
extrémement intéressant, ces variations s’accompagnent, chez les 
bactéries, de l'apparition de propriétés antigénes nouvelles (4). 

Or, nous avons vu qu'il en était de méme dans la bactério- 
phagie. Les principes actifs dans celle-ci ne pourraient-ils étre 
assimilés aux supports matériels des caractéres héréditaires? 
ll y aurait, contre cette assimilation, le fait nouveau, et assez 
troublant au premier abord, que les bactériophages sont mis 
en liberté dans le milieu extérieur, qu'ils peuvent s’y conserver 
el pénétrer ensuile dans des bactéries normales. Ce fait est-il en 
contradiction avec les propriétés des supports matériels de 
Vhérédilé? IL faut avouer que nous ignorons tout en la matiére. 
Il se peut, toulefois, qu’a cdté de facteurs d’hérédité tort com- 


(1) Ce fait conduit & rejeter les hypothéses de Bail, etc. Il nous a obligé 
d’abandonner celle {que nous avions concue un instant et d’aprés laquelle 
les bactériophages seraient les éléments producteurs des lysines; l’équilibre 
cellulaire normal étant rompu par l’aclion d'une cause inconnue, ces élé- 
ments se mettraient 4 proliférer, amenant ainsi la destruction de la cellule 
et leur propre libération. Cette hypothése est 4 rapprocher de celle de Boulet 
sur la mise en liberté « en avalanche » de lysines normales. 

(2) C. R. Soc. Biol., 83, 1920. 

(3) Cu. Darwin. De la variation des animaur et des plantes sous laction de la 
domestication. Paris (Reinwald), 2, 1868, p. 380-434. 

(4) Anprewes. Journal Pathol. et Bact., 25, 1922. 
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plexes et dont l’existence est étroitement liée au milieu cellu- 
laire, il y en ait de constitution assez simple pour admettre 
une conservation dans Je milieu extérieur. 

La bactériophagie apparaitrait ainsi comme le résultat d’une 
variation (mutation?) [1], dont l’élément déterminant serait 
transmissible soit de cellule-mére & cellule-fille, soit indirecte- 
ment, de cellule atteinte 4 cellule normale, par le milieu exté- 
rieur. Cette maniére de voir léverait quelques-unes des diffi- 
cultés inhérentes & la conception de Bordet et Ciuca, dans 
laquelle « trois causes différentes : le contact des leucocytes, la 
contamination par le filtrat, la transmission d’un caractére 
héréditaire » (2) produiraient un seul et méme effet. 

Elle pourrait, peut-¢tre, s’étendre & d’autres processus dont la 
nature demeure fort obscure et dont l'étude, fait curieux, a 
suscité les mémes controverses que celle de la bactériophagie : 
tumeurs inoculables par filtrats, maladie de la mosaique du 
tabac, d’autres encore, probablement. 

Ces considérations, dont nous reconnaissons le caractére 
spéculatif (mais qui prélent & une vérification expérimentale), 
nous aurions probablement hésité 4 les formuler siles recherches 
de Carrel, parues tout derniérement (3), n’étaient venues leur 
apporter un appui inattendu. Dans le cas ot ces résultats seraient 
confirmés, le traitement par le goudron apparaitrait comme un 
moyen propre & produire une variation du genre de celles que 
nous envisageons. 

Le phénoméne découvert par Twort et d’Hérelle pourrait 
bien, dans ces conditions, marquer le départ d’une voie toute 
nouvelle. Il était naturel, au début, de chercher a le faire entrer 
dans le cadre des choses connues et d’assimiler les bactério- 
phages, comme I’a fait d’Hérelle, aux virus filtrants. On peut 
se demander s'il n’y a pas lieu, actuellement, de retourner les 
termes de la comparaison et d’étendre a certains processus, 
attribués jusqu’ici & ces derniers, les notions suggérées par 
l’étude de la bactériophagie. 


(1) L’échee que nous avons éprouvé dans toutes les tentalives pour obtenir 
cette variation montre que son déterminisme est encore inconnu et que 
les influences invoquées par les auteurs (leucocytes, ferments, filtration) ne 
peuvent jouer quun role tout a fait effacé. 

(2) Bouter. Thése de Lyon, 1924. 

(3) C. R. Soc. Biol., 93, juin 1925. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE XI 


1. — Culot de centrifugation d’une culture de B. Shiga en voie de lyse. 


2, 3, 4. — Culot de centrifugation d'une culture de B. Shiga en voie de lyse. 
soumis A l’action de l’eau distillée (vingt-quatre & quarante-huit heures). 


5 et 6. — Culture de B. Shiga en bouillon additionnée de bactériophage 
depuis cing a huit heures, 4 37°. 


7, 8, 9, 40. — Stades successifs de lyse d'un groupe de cellules (B. Shiga 
suivis entre lame et lamelle. 


14 et 12. — B. Shiga normal soumis a l’action de leau distillée depuis 
quarante-huit heures. 


13. — Cullure de B. Shiga en bouillon additionnée de bactériophage depuis 
cing heures, a 37°. 


44 eb 145. — Cullure de B. Shiga en bouillon additionnée de bactériophage 
depuis cing heures, a 37°; aspects successifs d’un groupe de bacilles. 


16 et 17. — B. Shiga normal (16) et additionné de bactériophage (417). Les 
cellules hypertrophiées sous laction de ce dernier sont en voie de 
division (coloration a la fuchsine diluée). 


18, 19, 20. — B. Shiga normal (18) et additionné de bactériophage (19 et 20) 
coloré au Laveran; la coloration normale bleu-violette de la figure 18 et 
des petits é6léments normaux des figures 19 et 20 fait place au rouge pour 
les éléments hypertrophiés et en voie de division de la figure 19 et a une 
coloration en plages rouges (= noir) et bleu azur (= gris clair) pour le 
stade plus avancé de la figure 20. 


LES MICROBES FILTRABLES 
DES VOIES RESPIRATOIRES DANS L'INFLUENZA 
ET LE CORYZA AIGU (1) 


par L. BOEZ. 


La grande pandémie grippale de 1918 et ses récurrences, 
dont la plus récente a sévi en Angleterre, conservent a la 
question de l’influenza toute son actualité. Ces épidémies ont 
inspiré de nombreuses études bactériologiques dont les résul- 
tats essentiels peuvent étre dés maintenant dégagés, 

Il apparait tout d’abord que le réle étiologique du bacille de 
Pfeiffer a été l’objet de nombreuses contestations. Ce micro- 
organisme n'a pas été réguliérement isolé dans les diverses 
épidémies. Tandis que sa présence a paru presque constante a 
cerlains observateurs (Lister, F. Bezangon et Legroux, Netler, 
Stillmann, Bergmann, John Mathews, Yong et Griffith, Uhlen- 
huth, Neisser, Carpano, etc.), d'autres ont signalé sa rareté 
dans certains foyers épidémiques (Dick, Mandelbaum, Gruber 
et Schadel, Schmorl, Denier, Selter et Lubarsch, Kolle, 
Schottenmiller, Menetrier et Stévenin. etc.). Au surplus, le 
B. Pfeifferi a été assez fréquemment isolé au cours d’affections 
non grippales (rougeole, coqueluche, tuberculose), et rencontré 
méme dans des gorges saines en milieu non épidémique 
(Dible, Jehle, Auerbach, etc.). On reléve la méme divergence 
dans les résullats fournis par la recherche des agglutinines 
dans le sang des malades; certains auteurs les ont trouvées 


(1) L’Institut Rockefeller avait invilé l'Institut Pasteur a choisir parmi ses 
membres un bactériologiste auquel il désirait offrir la plus généreuse hospi- 
talité, en vue de lui permettre de sinitier aux travaux de recherches de 
MM P. K. Olitsky et F. L. Gates sur les nouveaux éléments microbiens 
découverts par ces savants dans la grippe épidémique et dans le coryza 
aigu. 

Le D° L. Boéz ancien assistant du professeur A. Calmette, a Lille, actuel- 
lement chargé de cours 4 l'Institut dHygiéne de l'Université de Strasbourg, 
ayant été délégué a cet effet,a rédigé sur notre demande, a son retour, pour 
les lecteurs des Annales, exposé qui suit. y 
preety a8 LA REDACTION 
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presque constamment (Levinthal, Fromme, Leewenthal, Fle- 
ming, Wilson, la Commission de lArmée anglaise pour 
l'étude de la grippe); d’autres n’ont enregistré que des résul- 
tats négatifs. Pfeiffer interpréte cette divergence des propriétés 
agelutinantes des sérums de malades par la diversité des 
races de bacilles de influenza. 

Enfin, de nombreuses expériences de contamination humaine 
par le bacille de Pfeiffer n’ont pu établir indiscutablement son 
pouvoir pathogéne. Ces expériences n'ont été qu’exceplionnel- 
lement positives. Uhlenhuth, Schmidt et Jentsch auraient 
réussi & infecter des volontaires avec des cultures récemment 
isolées. 

Blake et Cécil [4] ont procédé a des expériences de contami- 
nation avec une souche a virulence exaltée artificiellement 
par passages successifs par la cavité péritonéale de souris et de 
singes. L’instillation, dans la gorge et le nez de plusieurs singes, 
de ce microbe exalté par les passages, fut suivie d’une infec- 
tion respiratoire rappelant l’aspect clinique de l'influenza; les 
auteurs concluent & une relation étiologique entre le bacille de 
Pfeiffer et les manifestations broncho-pulmonaires observées, 
mais reconnaissent qu'une conclusion étiologique n’est pas 
possible, en raison de l’impossibilité de déterminer si l’infec- 
tion respiratoire ainsi produite est, ou non, identique a 
Yinfluenza. On a objecté 4 ces résultats que les microbes uti- 
lisés comportaient une virulence artificiellement exaltée, et 
que les lésions pulmonaires provoquées n’étaient que la réali- 
sation expérimentale des complications que le bacille de Pfeiffer 
est capable de produire dans linfluenza. 

Au surplus, de nombreux essais de contamination ont échoué. 
Les résultats négatifs de Sellards et Sturm [2] ont été observés 
apres contamination naso-pharyngienne avec cing souches 
isolées de cas de rougeole. Bloomfield [3] contamine également 
en vain la gorge de 14 volontaires avec des cultures isolées de 
porteurs sains de B. Pfeiffert. On peut objecter & ces expé- 
riences qu’elles ont été réalisées avec des micro-organismes & 
virulence déficiente. 

Les expériences suivantes semblent échappera cette crilique. 
Whal, White et Lyall [4] contaminent deux volontaires avec 
des cultures de bacille de Pfeiffer fraichement isolées; un des 
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sujets présente une légére réaction nasale. Mc Coy et Richey [5], 
utilisant une émulsion épaisse d’un mélange de huit souches, 
n’ont obtenu aucun résultat, par instillation nasale, chez cing 
volontaires qui n’avaient jamais souffert d’influenza. 

En somme, les essais de contamination humaine par le 
B. Pfeifferi noftrent que des données discordantes et réclament 
un complément d'information. Il apparait que les expériences 
ultérieures devraient étre réalisées avec des souches fraiche- 
ment isolées, ayant gardé leur virulence et ne s’adresser qu’a 
des sujets n’ayant pas encore acquis l'immunité. 

Si le bacille de Pfeiffer reste un des agents les plus fréquem- 
ment signalés dans la grippe, il convient de reconnaitre que 
de nombreux autres micro-organismes ont été également incri- 
minés au méme titre que lui (Streptocoque, Pneumocoque, 
Entérocoque, etc.), si bien que la grippe représente réellement, 
comme le disait déja Huchard, le rendez-vous de tous les 
microbes. 

Par suite de ces diverses considérations, certains auteurs 
envisagent le B. Pfeiffer’ comme un germe ubiquitaire, un 
microbe de sortie, susceptible, au méme litre que les autres 
micro-organismes fréqguemment signalés dans influenza, de 
provoquer les complications secondaires de la grippe dont 
Vagent inilial serait un autre virus. L’attrait de celle hypothése 
ne résulle pas seulement de la diversité de la flore microbienne 
signalée dans la maladie; elle s’accorde également avec la con- 
ception clinique. La grippe simple, en effet, présente le plus 
souvent une évolution bénigne et ne devient redoutable, en gé- 
néral, que lorsque surviennent des complications pulmonaires 
dues al’ intervention du bacillede Vinfluenza ou d’autres germes. 

L’hypothése du role étiologique d’un virus filtrable dans 
Vinfluenza a été proposée en 1918 par Ch. Nicolle et Lebailly [6_ 
comme conséquence de leurs expériences. Ces auteurs obser- 
verent que le filtrat, sur bougie Chamberland L®, de mucosités 
provenant d'une grippe, élait virulent en instillation conjonc- 
tivale pour le singe et en injection sous-cutanée pour l’homme. 
Les sujets inoculés présentérent les premiers symptomes six 
jours apres l’infection. L’inoculation de filtrat de sang ne 


donna aucun résultat. 
La méme année, Dujarric de la Riviere |7,s inocule 4 cent. 
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cuhes de filtrat, sur bougie Chamberland L,, de sang défibriné 
de quatre malades et présente au troisiéme jour une attaque 
caractéristique de grippe. I] reste insensible, par la suite, & un 
badigeonnage du rhino-pharynx avec un filtrat d’expectorations 
de malades atteints d’influenza. 

L’hypothése d'un virus filtrable grippal a été également sou- 
tenue en Allemagne par Kruse [8], par Selter [9] qui contracte 
la grippe, ainsi que son assistante, en se contaminant par pul- 
vérisation de filtrat de mucosités grippales; par Leschke [10], 
qui infecte plusieurs personnes dans des conditions analogues. 
Fejez réussit & infecter, avec un filtrat de crachats de grippés, 
quatre singes qui succombérent 4 une infection pulmonaire 
secondaire. Les expériences trés complétes rapporiées par 
Yamanouchi, Sakakami et Iwashima [44] sont particuliére- 
ment intéressantes. Les crachats de 43 sujets atteints 
d’influenza sont émulsionnés dans une solution de Ringer. 
Douze volontaires recoivent le produit d’émulsion en instilla- 
tion nasale; six d’entre eux, antérieurement grippés, restent 
indemnes; tous les autres sont atleints apres deux ou trois 
jours d’incubation. Quatre sujets sont contuminés avec succés 
par instillation nasale de fillrat de la méme émulsion a travers 
une bougie Berkefeld. D’autre part, quatre personnes sont ins- 
lillées avec un filtrat de sang de malade; deux d’entre elles 
sont prises de grippe; les deux autres, qui avaient déja été 
atteintes, restent indemnes. Enfin, d’autres volontaires sont 
soumis & des pulvérisations naso-pharyngiennes de |’émulsion 
d'un mélange de bacilles de Pfeiffer, de pneumocoques, de 
staphylocoques; tous restent indemnes. D’aprés les auteurs 
japonais, le sang chauffé & 55° perd son pouvoir infectant. 
Yamanouchi et ses collaborateurs concluent fermement que 
Vinfluenza est due & un virus filtrant. 

Par contre, Moreschi [37], Friedberger et Konitzer ont ino- 
culé sans résullats des filtrats de sang ou de crachats de grippés. 
Ces insuccés s’expliqueraient, d’aprés M. Roux, par | emploi de 
filtres lrop serrés [38]. 

A Voccasion de la grande épidémie de 1918 et des récur- 
rences américaines de 1922-1923, des travaux intéressants ont 
été entrepris 4 l'Institut Rockefeller par Olitsky et Gates {12}. 

Ces auteurs se sont tout d’abord proposé d’introduire l'étude 


rr. oe 
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de la grippe sur le terrain expérimental. Leurs premidres expé- 
riences furent réalisées avec les sécrétions nasales, non filtrées, 
de malades atleints de grippe non compliquée. Ces sécrétions, 
émulsionnées dans l’eau salée, furent injectées a des singes 
(Macacus rhesus). L’injection de ces produits dans le nez, la 
gorge ou sous la peau des animaux resta sans effet. Par contre, 
Vinjection intratrachéale détermina une leucopénie analogue a 
celle qu’on observe dans la grippe humaine. L’existence de 
lésions pulmonaires spontanées, souvent tuberculeuses chez le 
singe, fit abandonner cet animal qui ne convenait pas pour des 
recherches expérimentales. 

Le lapin fournit des résultats plus démonstratis; |'inocula- 
tion intrapulmonaire par voie trachéale de produits de lavage 
naso-pharyngés, oblenus dans les premitres heures de cas 
dinfluenza, tut suivie d'effets caractéristiques. Le premier ou 
deuxiéme jour aprés l’injection, le lapin parait malade ; le poil 
est hérissé, les conjonctives injectées et la température s’éléve 
de un a deux degrés. Les auteurs insistent sur la diminution 
constante et marquée du nombre des leucocytes, la leucopénie 
portant principalement, comme dans la grippe humaine, sur les 
mononucléaires dont le nombre s’abaisse jusqu’é 2.000 et méme 
1.000 par millimétre cube. Ces symptomes durent deux ou 
trois jours et animal reprend son aspect normal; la mort ne 
survient pas en l’absence d’infection secondaire. Si l’animal 
est sacrifié au cours de la réaction consécutive a l’inoculation, 
les organes paraissent normausx, a l'exception de l'appareil res- 
piratoire qui offre une image caractéristique; les poumons sont 
distendus par de l’edéme interalvéolaire et des zones d’emphy- 
seme. La surface pulmonaire est parsemée de taches hémorra- 
giques de toutes dimensions qui se retrouvent & la coupe, la 
surface de section montre également des signes d’inflamma- 
tion; elle laisse sourdre une sérosité abondante. La muqueuse 
présente des zones de nécrose et d’exfoliation. En somme, le 
poumon est profondément altéré, mais n’offre pas l’hépatisation 
fibrino-cellulaire causée par les bactéries ordinaires. Au surplus, 
il est généralement impossible de découvrir des germes a 
examen microscopique ou par cullure aérobie ou anaérobie 
des parties lésées du poumon. Les auteurs concluent que les 
manifestations anatomo-cliniques produites chez le lapin, par 

56 
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injection intratrachéale de sécrétions grippales, sont indépen- 
dantes de la présence des micro-organismes ordinaires. 

Les lésions pulmonaires observées chez lanimal sous 
influence du virus grippal reproduisent celles qui ont été 
décrites par de nombreux auteurs chez les malades ayant suc- 
combé rapidement & une atteinte d’influenza avant l’interven- 
tion d’infections secondaires (Sorensen, Lucke, Wright et 
Kime [43], Goodpasture [44], Wolbach [45], Lecount [16], etc. 
Ces divers auteurs insistent sur la précocité et lintensilé du 
processus hémorragique; la surface de poumon est parsemée 
de taches pourprées, le bord antérieur présente de lemphy- 
séme; des taches hémorragiques apparaissent également sur la 
muqueuse de la trachée qui contient le plus souvent une 
écume sanglante. Au microscope, on observe.des zones 
d’hyperémie, des exsudats hémorragiques; les lésions vascu- 
laires sont particulitrement marquées; les capillaires sont 
dilatés, nécrosés, rompus, souvent thrombosés, les foyers 
hémorragiques alternent avec des zones a’emphyséme, parfois 
tres étendues (acute alveolar emphysema de Wolbach). On 
note également de l’infiltration leucocytaire presque exclusive- 
ment mononucléaire. A ce stade, la flore microbienne est 
absente ou discréte. 

Le syndrome grippal expérimental peut étre reproduit par 
passages successifs, réalisés par injection intratrachéale d’une 
suspension dans l’eau physiologique du produit de broyage de 
tissu pulmonaire de lapins déj& affectés. Dans un cas, quinze 
passages furent obtenus. En raison de la persistance de l’action 
pathogéne caractéristique, malgré la dilution répétée du matériel 
infectieux original entre chaque passage, les auteurs américains 


Xy 


furent conduits & admettre quils avaient affaire & un agent 
capable de se multiplier, & un virus, & un micro-organisme 
vivant. 

I] fut bien!Ot reconnu que les éléments de ce virus étaient de 
dimensions si petites qu'ils passaient aisément & travers les 
bougies imperméables aux bactéries ordinaires. Par ce moyen, 
Olitsky et Gates réussirent a le séparer des autres micro-orga- 
nismes des sécrétions pharyngiennes grippales des poumons de 
lapins infectés expérimentalement. 

L'inoculation intratrachéale du filtrat, sur Berkefeld, des 
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produits infectieux reproduit chez le-lapin les manifestations 
anatomo-cliniques typiques de la grippe expérimentale et 
prouve que la flore ordinaire est étrangére au processus dont 
Vagent pathogéne serait un virus filtrant. 

Par ces expériences, Olitsky et Gates ont également mis en 
évidence la sensibilisation du poumon aux bactéries ordinaires 
par action préalable du virus. Normalement, l'appareil respira- 
toire de animal se défend bien contre l’invasion des germes 
inoculés dans la trachée. Par contre, l'inoculation intratra- 
chéale de sécrétions naso-pharyngiennes grippales non filtrées 
fut souvent suivie chez le lapin de complications pulmonaires 
sévéres. L’atteinte initiale du poumon par le virus grippal inhi- 
berait done ses moyens de défense et l’exposerait & linvasion 
par les bactéries des complications pulmonaires : Strepto- 
coques, Pneumocoques, B. Pfe2fferr. Ce point de vue a recu une 
autre confirmation expérimentale. Des lapins, préalablement 
soumis 4 une inoculation intratrachéale avec un filtrat de sécré- 
tions grippales, sont ensuite infeclés par la méme voie ou par 
inoculation sous-cutanée avec de petites doses de germes ordi- 
naires des complications grippales. On observe chez tous ces 
animaux une pneumonie typique. Des lapins témoins, inoculés 
simplement avec les mémes germes, mais non infectés par le 
virus grippal, restent indemnes. : 

Knfin, une premiére infection confére & animal une immu- 
nité absolue vis-a-vis d’une nouvelle inoculation. 

Au total, 16 échantillons de virus ont été isolés des sécrétions 
naso-pharyngiennes de malades atteints d’influenza, cing 
pendant l’épidémie de 1918-1919, deux pendant la récurrence 
de 1920, six en 1922 et trois en 1923. 

Au cours des mémes épidémies, la transmission & |’animal 
échoua dans trois cas; mais l’inoculation avait été pratiquée 
plus de trente-six heures aprés le début de la maladie; les 
séerétions grippales ne paraissent pas infectantes au dela de ce 
terme. Les mucosités nasales de nombreuses personnes non 
atteintes d’influenza ne manifesterent aucune virulence pour 
Vanimal. 

Il fut également établi que le matériel infectieux perd rapi- 
dement sa virulence par chauffage 456°; il résiste & la dessicca- 
tion et ala congélation. Ilgarde sa virulence au moins neuf mois 
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dans une solution de glycérine & 50 p. 100. Quand le tissu pul- 
monaire est contaminé, le séjour dans la solution glycérinée le 
débarrasse des bactéries de contamination, tandis que le virus 
survit. Ces divers caractéres concordent avec ceux des virus 
filtrables. 


EssAIS DE CULTURE. 
En raison des résultats négatifs observés avec les milieux de 


culture usuels, Olitsky et Gates s’adressérent aux méthodes 
spéciales déja utilisées avec succés par Noguchi pour la culture 


Fic. 4. — Bacillus pneumcsintes. Culture en milieu de Smith-Noguchi. 
Coloration au bleu de Leeffler. Grossissement X 1.000. 


du tréponéme de la syphilis et d’autres spirochétes, ainsi que 
des« globoid bodies » de la polyomyélite (Flexner et Noguchi). 
Les méthodes de Noguchis’inspirent d’observations antérieures 
de Theobald Smith et sont, pour cette raison, mieux connues 
sous le nom de milieux de Smiths Noguchi. 

Ce milieu est essentiellement constitué d’ascite ou de sérum 
dilué, additionné d’un fragment d’organe frais, stérile, habituel- 
lement de rein de lapin. Les propriétés particuliéres de ce frag- 
iment de tissu ne sont pas exactement connues, mais semblent 
dépendre a la fois de action favorisante d’éléments nutritifs et 
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de substances réductrices qui réalisent d’excellentes conditions 
d’anaérobiose dansla profondeur du tube. 

Les premiers résultats des essais de culture furent obtenus 
en 1918, par ensemencement en milieu de Smith-Noguchi d’un 
filtrat de sécrétions naso-pharyngiennes prélevées dans un cas 
d’influenza au cours des premiéres heures de la maladie. 

Les auteurs observérent, dans ces milieux strictement anaé- 
robies, de trés petits bacilles (fig. 1) ayant approximativement 
les dimensions des « globoid bodies » de la polyomyélite, mais 
légérement allongés (0 » 15 3 0 uw 3). Ils se coloraient diffici- 
lement par les couleurs basiques et se décoloraient par la méthode 
de Gram. Bient6t aprés, d’autres cultures furent obtenues de 
filtrats de sécrétions naso-pharyngiennes provenant d’autres cas 
d'influenza, ainsi que d’émulsions fillrées ou non de produits 
de broyage de poumons de lapins présentant des lésions 
typiques consécutives a l’infection par ces sécrétions. Les cul- 
tures initiales étaient peu abondantes, constiluées par de rares 
éléments; mais & la suite de repiquages successifs elles s’adap- 
térent aux milieux artificiels et se multipligrent de maniére 
luxuriante. Les auteurs américains ont donné le nom de Bacillus 
pneumosintes au micro-organisme isolé dans ces conditions. 


TECHNIQUE DE CULTURE. — Les résultats des essais de culture dépendent de 
Vexécution minutieuse d’une technique bien définie. Les sécrétions grippales 
sont prélevées au cours des trente-six premiéres heures de l’alteinte, par 
lavage naso-pharyngien avec une solution tiédie de Ringer dextroséa 1 p. 100. 
10 cent. cubes sont injectés lentement dans chaque narine au moyen d’une 
seringue de rhinologiste. Un bassin en haricot, stérile, disposé au niveau de 
la Jévre supérieure, permet de recueillir le liquide qui s’écoule par J’orifice 
nasal libre. Aprés le lavage, le patient vide chaque fosse nasale en obturant 
la narine opposée et soufflant dans le bassin. Le liquide qui s’écoule par la 
bouche est également recueilli en méme temps que Jes sécrétions naso-pha- 
ryngées que le malade aspire a la fin de l’opération. Les liquides de lavage 
sont immédiatement versés dans un flacon contenant des perles stériles, et 
agités pendant environ dix minutes, de fagon a réaliser une émulsion homo- 
gene des mucosités nasales. Le produit d’émulsion est filtré sur une bougie 
Berkefeld V, sous une pression de 30 centimétres. Le filtrat constitue le 
matériel 4 ensemencer. 

Le milieu de Smith-Noguchi est préparé de la maniére suivante : des reins 
de lapin, prélevés aseptiquement et décapsulés, sont partagés en segments de 
volume convenable (environ 8 par organe). Le lapin doit étre préalablement 
saigné a blanc, de fagon a ce que les organes soient complétement débar- 
rassés de sang dont la diffusion priveraitle milieu de la limpidité nécessaire 
a Yobservation des nuages trés légers qui signalent le développement de la 
culture. Au surplus, les moindres traces de sang ont une action bactéricide 
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appréciable. Chaque fragment est placé dans le fond d'un tube de Noguchi 
(20 centimetres sur 15 millimétres). Ils peuvent étre gardés de huit a dix jours 
a la glaciére. Le filtrat 4 ensemencer est déposé directement au contact des 
fragments d’organes. On ensemence trois tubes a raison de 0 ¢. ¢. Be il centi- 
metre cube et 2 centimetres cubes. Le liquide d’ascite est ensuite ajoute 
avec précaution sur une hauteur de 10 412 centimétres. ; { 
Le choix du liquide d’ascite est capital; les échantillons sont de qualité tres 
variable selon leur provenance. I] doit étre limpide, exempt de lipoides qui 
donnent une teinte opalescente, de traces de sang (le pigment sanguin est 
défavorable) et de bile (il ne doit pas donner d’anneaux biliaires avec l'acide 


Fic. 2 et 3. — Dispositif de Gates pour la culture des anaérobies 
en milieu non précipitable. 


s, sac de collodion; o, fragment d’organe; v, vaseline ; f, raccord de caoutchouc. 


azotique). Sa densité doit étre suffisamment élevée (1044 ou davantage) et le 
pul 7,8 48,2. Il est évidemment nécessaire den controler la stérilité par ense- 
mencement en milieu aérobique et anaérobique. L’ascite est conservée a la 
glaciére, mais, avant l’usage, il est utile de la placer quelques jours a l’étuve 
afin de la débarrasser des gaz dissous qui se dégageraient en formant des 
bulles dans les milieux placés a 37°. 

Les condilions d’anaérobiose du milieu sont complétées par l’addition d’une 
couche de 4 & 2 centimetres de vaseline stérile liquide. La vaseline réalise 
une fermeture hermétique, contrairement 4 Vhuile de vaseline qui ne s’oppose 
aucunement 4 la rentrée de lair dans le milieu (Gates et Olitsky) |47). 

Pour le prélévement, il est commode dutiliser une pipette Pasteur, munie 
dune tétine de caoutchouc. La pipette est dirigée a travers la couche de 
vaseline préalablement fondue, jusqu’aw fond du tube. Elle se remplit par 
aspiration lorsque la tétine reprend son volume; le tube est immédiatement 
rescellé en liquéfiant, au moyen dune pipette, les parois du tunnel creusé dans 
la vaseline. L’air ne doit pas pénétrer dans le milieu. 
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La culture se fait & 37°. Lorsqu’elle est positive, on voit apparaitre vers le 
cinquiéme jour un voile tres léger, seulement appréciable si le milieu est 
bien limpide. Ce nuages’éléve en méme temps que sa densilé augmente. 

Ul est important de noter que, fréquemment, les premiers ensemencements 
ne fournissent pas de trouble apparent. Il n’en faut pas moins procéder a 
des repiquages qu'il convient de répéter 4 deux reprises avant de conclure 
définitivement a l'absence de culture. Celle-ci n’est apparue dans prés de la 
moitié des cas qu’apres le deuxidme repiquage. 

Le milieu de Smith-Noguchi offre les meilleures conditions de culture 
pour lisolement du B. pneumosintes, mais les subcultures peuvent étre 
également obtenues sur milieu solide dans des conditions d’anaérobiose, 
réalisées dans un bocal hermétique, par combinaison de l’oxygéne de l’en- 


Fic. 4. — Colonies de B. pneumosintes (méthode de Marino). 
Grossissement X 40. 


ceinte avec l’hydrogéne sous pression fourni par une bonbonne. La catalyse 
du mélange dans le modéle proposé par Brown [18] est assurée au moyen de 
la mousse de platine ou du.noir de palladium, dont la température est lége- 
rement élevée au moyen d'une résistance électrique. Dans ces conditions, le 
bacille pneumosinles donne aprés huitjours d’étuve, ala surface de la gélose 
au sang, de minuscules colonies transparentes, hémisphériques, bien visibles 
seulement avec un faible grossissement. 

Cette méthode, en permettant d’obtenir des colonies de surface, offre le 
moyen de différencier les micro-organismes des précipités qui, dans le milieu 
liquide, peuvent preter a confusion. 

Cette différenciation est également réalisable au moyen de la méthode 
ingénieuse proposée par Gates [49], qui permet d’obtenir des cultures rigoy- 
reusement dépourvues de substances protéiques et dans lesquelles ne se 
forment jamais de précipilés. Ce dispositif (fig. 2) comprend essentiellement 
un sac de collodion trés perméable adapté A la partie terminale d’un tube et 
contenant les éléments du milieu de Smith-Noguchi (fragment d’organe, 
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ascite et vaseline). Ce tube est disposé dans une des branches d’un tube en U 
auquel il est hermétiquement ajusté au moyen d’une bague de caoutchouc ; 
les joints sont ensuite paraffinés. Le tube en U est rempli d’eau distillée ou 
d’eau physiologique recouverte de vaseline dans la branche libre. Dans ces 
conditions, l’'anaérobiose s’établit rapidement dans tout le systéme et le 
matériel nutritif diffuse a travers la membrane en quantité suffisante pour 
permettre une culture abondante dans le milieu ambiant. Le précipité de 
protéine qui se forme autour des fragments d’organes est retenu a l’intérieur 
du sac. Une légére variante de ce dispositif (fig. 3) permet d’obtenir des 
cultures en masse. I] consiste 4 placer le matériel nutritif dans un sac de 
collodion sphérique disposé 4 V’intérieur d’un flacon d’Erlemeyer. Le sac est 
supporté par un tube de verre adapté hermétiquement a lorifice du flacon. 
Celui-ci est muni d'un ajutage latéral pour V’introduction de leau salée et 
lensemencement. I/ajutage latéral et le tube qui supporte le sac sont 
cachelés a la vaseline liquide, 

Enfin nous avons obtenu avec une souche de B. pneumosinies, obligeam- 
ment mise a notre disposition par le Dt Olitsky, des cultures abondantes, 
en tube de Veillon additionné d'ascite et en ulilisant le méme milieu avec la 
méthode de Marino. Dans ce dernier dispositif, le milieu est inclus entre le 
couvercle d'une boite de Pétri et sa boite inversée. La rainure circulaire est 
reinplie d’un mélange a parties égales de vaseline et de paraffine. Les 
colonies apparaissent aprés quelques jours et affectent une forme lenticu- 
laire surmontées de un ou deux boutons qui se développent au niveau du 
diamétre transversal de la lentille. Ces colonies ont une fraction de milli- 
métre, mais peuvent étre aisément observées en placant la boite sur la 
platine du microscope (fig. 4). 

L’obtention de colonies en milieux solides, ou en atmosphere anaérobique en 
surface (anaérobic Jar) ou par la méthode de Marino et la culture en milieu 
liquide non précipitable, selon latechnique de Gates, constituent d’excellents 
moyens de différenciation entre les précipités et les micro-organismes 
difficiles 4 identifier morphologiquement. 


Au surplus, les auteurs ont proposé, pour obtenir des cultures 
en masse destinées 4 la préparation de vaccins, une méthode 
simple dite du bouillon au B. coli (colbroth). Des tubes ou des 
ballons, remplis Jusqu’au col avec du bouillon dextrosé, sont 
cachelés @ la vaseline, ensemencés avec une goutte de culture 
de B. coli et placés & l’étuve. Dés Vapparition d’un nuage 
trés léger (aprés quelques heures) on stérilise & autoclave. La 
mulliplication microbienne discréte confére au milieu des 
propriétés trés favorables & la culture du bacille pneumosintes. 

Pour obtenir des préparations microscopiques des cultures 
en milieu liquide, on préléve, au moyen de la pipette a tétine, 
qans la zone nuageuse; on essuie l’effilure pour la débarrasser 
de la vaseline adhérente ; quelques gouttes sont étalées sur une 
lame et l'excédent immédialement réaspiré. Le colorant recom- 
mandé est le bleu de Léffler, miiri pendant six mois a l’obs- 
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curité. Mais nous avons également obtenu avec le phénate de 
thionine d’excellentes colorations électives permettant la diffé- 
renciation des précipités. 

Olitsky et Gates ont observé que les cultures récemment 
isolées du B. pnewmosintes manifestent des propriétés ana- 
logues & celles du virus contenu dans les sécrétions grippales 
étudiées antérieurement. Comme le virus des sécrétions grip- 
pales, les cultures sont filtrables. Inoculées au lapin, elles 
reproduisent les mémes caracteres anatomo-cliniques que le 
virus. Le syndrome est transmissible en série et le micro- 
organisme peut étre isolé des lésions. L’un et l’autre survivent 
pendant des mois dans la glycérine & 50 p. 100. L’un et l’autre 
ont la propriété de fragiliser le poumon et de diminuer sa résis- 
tance vis-a-vis d’une invasion microbienne secondaire. C’est en 
raison de cette propriété que le micro-organisme a recu le nom 
de Bacillus pneumosintes (bacille qui lése le poumon). 

Au surplus, Videntité du microbe et du virus trouve une 
confirmation dans le fait que Vinfection par lun d'entre eux 
confére 4 l’animal une immunité absolue & légard de 
Pautre. 

L’affinité du B. pnewmosintes pour le tissu pulmonaire semble 
également ressorlir d’expériences que nous avons réalisées a 
l'Institut Rockefeller dans le laboratoire du D* Olitsky. Des 
lapins infectés par voie intracérébrale avec des cultures font de 
la fievre (40°-41°). Sacrifiés aprés quarante-huit heures ils pré- 
sentent des lésions pulmonaires. Tous les organes (rate, foie, 
reins, sang) sont ensemencés en milieu de Smith-Noguchi. Le 
poumon seul donne des cultures de B. pneumosintes typiques, 
agglulinés par le sérum spécifique. 

Le B. pneumosintes reste vivant plusieurs mois dans le milieu 
de Smith-Noguchi. Mais aprés un certain nombre de repi- 
quages, sa virulence s’atténue. Les expériences de virulence 
doivent donc étre conduites avec des souches assez récemment 
isolées. 


Immcunocociz. REACTIONS D IMMUNITE. 


Les auleurs américains ont réussi & meltre en évidence la 
présence d’anticorps dans le sang d’animaux infectés ou de 
malades atteints d’influenza, chez lesquels le B. prewmosintes & 
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été isolé. Mais il apparut que les cultures en milieu de Smith- 
Noguchi n’étaient pas appropriées aux recherches sérologiques. 
Les cultures peu abondantes des premiéres générations sont 
mélangées. avec des précipités de protéines qui modifient les 
propriétés antigéniques et obscurcissent. les réactions d’agglu- 
tination et de précipilation. Le dispositif de Gates (49), déja 
décrit, permet d’obtenir des cultures abondantes et rigoureuse- 
ment pures de substances protéiques étrangéres. Il est possible, 
par cette technique, d’obtenir des sérums expérimentaux doués 
de propriétés agglutinantes, précipitantes, sensibilisatrices et 
opsonisantes spécifiques. 

Ces sérums sont préparés par inoculation intraveineuse ou 
intratrachéale, au lapin, d’émulsions de microbes vivants ou 
tués par chauffage, & raison de trois injections, pratiquées a 
cing jours d’intervalle, de trois doses d’émulsion de B. pneu- 
mosintes correspondant & 2,4 et 4 milliards de staphylocoques. 
Les agglutinines apparaissent du dixiéme au trentiéme jour 
apres la derniére inoculation. Le titre d’agglutination varie 
eénéralement de 1/16 & 1/32. Mais la faiblesse du titre agglu- 
tinant du sérum n’enléve rien & la valeur de la réaction qui 
est considérée comme spécifique, méme au 1/8, en raison de 
la stabilité trés remarquable de l’émulsion microbienne qui 
garde son homogénéité, méme aprés quarante-huit heures et 
qui ne flocule mémepas en présence de sérum de lapin 
normal. 

Ces expériences d’'immunologie établirent la similitude des 
propriclés anligéniques des différentes souches isolées et l’tden- 
tité de leurs réactions vis-a-vis des divers anticorps spécifiques 
produits par chacune d’elles. 

Les agglutinines et les précipitines furent mises en évidence 
dans le sang des malades par la méthode récente de Northrop 
et de Ikruif (20) qui augmente la sensibibité de la réaction en 
utilisant des suspensions microbiennes en mélange de phos- 
phate, de pH 6,3. 

Sur 29 personnes guéries d’influenza depuis dix jours & cing 
mois, 23 présenterent des agglutinines et des précipitines 
actives aux titres de 1/10 4 1/40. Les sérums de ces. malades 
agelutinaient & la fois les souches anciennes, isolées en 1919 et 
devenues saprophytiques, et les souches isolées, en 1922 et 
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1923. Douze sérums sur quinze contenaient des précipitines. 
Par contre, dans les mémes conditions d’observation, il fut 
impossible de déceler des anticorps dans le sang de 22 sujets 
qui n’avaient jamais souffert de grippe. Un de ces témoins 
ayant contracté l’influenza, on observa l’apparition des aggluti- 
nines dams son sang au dixiéme jour de la convalescence. Chez 
plusieurs sujets, les agglutinines persistérent au moins. cing 
mois aprés lattaque d’influenza. 

Les propriétés antigéniques des cultures de B. pneumosintes 
résultent également d’expériences d’immunisation analogues & 
celles déja réalisées avec le virus des sécrétions grippales. 
15 lapins sont préparés par trois inoculations sous-cutanées de 
B. pneumosintes vivants ou tués. 13 d’entre eux témoignent 
d'une résistance absolue & V’égard d'une souche virulente de B. 
pneumosinies et résistent ultérieurement a une infection réalisée 
avec des doses de Pneumocoques, de Streptocoques et de 
Bacille de Pfeiffer inoffensives pour des témoins. Par contre, 
des lapins contaminés simultanément par le B. pneumosinies 
et les mémes doses des microbes d’infection secondaire utilisées 
dans l'expérience précédente présentent des infections pulmo- 
naires graves ou mortelles. Le sérum de 12 animaux (sur 
15 immunisés) contenait des agglulinines spécifiques. 

En raison de la tolérance parfaite des injections vaccinales 
chez l’animal, les auteurs américains furent amenés & appli- 
quer leurs résultats expérimentaux 4 l’immunisation humaine. 
Un certain nombre d’officiers et de soldats de Ecole du ser- 
vice de Santé de Washington se soumirent volontairement a 
la vaccination, comprenant trois injections de microbes tués. 
Les réactions locales et générales furent légeres, un peu moins 
accentuées que la réaction consécutive & Vinoculation du 
vaccin antityphoidique. Les agglutinines apparurent dans le 
sérum des malades vers le dixiéme jour. Quoique la vaccina- 
tion conférat une protection a 20 p. 100 des hommes vaccinés, 
les résullats ne furent pas jugés décisifs, en raison du faible 
nombre de témoins. La Commission militaire conclut que de 
nouvelles expériences étaient désirables et qwil y avait lieu de 
recourir & des doses plus considérables que celles qui avaient 
été wlilisées. A l’avenir, la vaccination sera pratiquée 4 raison 
de trois injections de 4 et 2 milliards de microbes. 
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La mise en évidence de la virulence de filtrats de matériel 
erippal pour l’homme et les animaux a été le point de départ 
de travaux expérimentaux déja nombreux. 

En inoculant des crachats, filtrés ou non, prélevés aux pre- 
miéres heures de latteinte grippale, Gibson, Bowman et 
Conor [24] sont parvenus & réaliser chez l’animal (singe, 
lapin, souris, cobaye) des lésions pulmonaires analogues a 
celles qu’on observe & l’autopsie de sujets morts d’influenza. 
Chez le singe (rhesus), les symptomes apparaitraient vers le 
septiéme jour. Ils ont, au surplus, assuré la transmission d’ani- 
mal & animal. Ils ont enfin réussi, en employant la méthode de 
Smith-Noguchi, & isoler des crachats et de poumons d’animaux 
infectés expérimentalement, de petits cocci de 0,1 a 0,2 uv. pre- 
nant le Gram. 

Les cultures traversaient la bougie Chamberland L,. Inocu- 
lées aux animaux, elles reproduisaient la maladie expérimen- 
tale obtenue par injection de filtrat d’expectoration grippale. 
Des cobayes et des souris furent infectés par vole sous-cutanée, 
mais l’infecticn réussit chez le singe par instillation nasale et 
conjonctivale. Le sang des patients se montra moins réguliére- 
ment infectant que les sécrétions bronchiques. Celles-ci 
n’étaient virulentes que pendant les premiers jours de la 
maladie. 

Le méme micro-organisme a été isolé par Wilson [22] dans 
des cas d’influenza. Malgré les concordances apparentes des 
observalions de Gibson et de ses collaborateurs avec celles des 
auteurs américains, il n’est pas possible d’affirmer Videntité 
des germes en raison de la différence des réactions de coloration 
de leurs micro-organismes. Le microbe des auteurs anglais 
prend le Gram, tandis que le B. pneumosintes se décolore com- 
plétement par cette méthode. Enfin, d’aprés Arkwright [36], 
les éléments observés dans les cultures ne seraient autres que 
des précipités ou des germes de contamination, 

Les travaux d’Olitsky et Gates ont fait l'objet de recherches 
entreprises par de nombreux auteurs (Hall, Loewe et Zeman, 
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Behr et Loewe, Gordon, Seitz, Lister, Detweiller, Naka- 
jima, ete.). 

Hall (23| a reproduit le syndrome grippal expérimental en 
inoculant a 5 lapins le filtrat de crachats de malades atteints 
d’influenza. Cing animaux inoculés avec des filtrats de produits 
d’expectoration, provenant d’affections non grippales, n’ont 
montré aucune symptomatologie spéciale. L’affection a pu étre 
transmise indéfiniment d’animal a animal. 

Lister [24| ne parvint pas a mettre en évidence le B. pneu- 
mosintes pendant |’épidémie de Johannesburg de 1918, mais au 
cours de recherches plus récentes [25], il réussit & isoler le 
microbe d’Olistky et Gates dans cing cas sur quinze. II insiste 
sur les difficultés techniques d’isolement. L’instillation nasale 
dun filtrat de culture provoqua chez un volontaire une attaque 
typique d’influenza. I] fut possible d’isoler le B. pneumosintes 
des sécrétions nasales de ce sujet. Une légére réaction fébrile 
fut également observée chez deux personnes contaminées avec 
les cultures totales. 

Loewe et Zeman [26) sont parvenus 4 isoler le B. pneumo- 
sintes dans trois cas d'influenza; les cultures inoculées au lapin 
ont reproduit le syndrome typique déja décrit. 

Le B. pneumosintes a élé également isolé quatre fois par 
Gordon [20] et trois fois sur six cas par Deitweiler et Hodge [ 27). 

Malgré le faisceau d’arguments qu’ils apportent et les résul- 
tats favorables des travaux de contréle, Olitsky et Gates se 
défendent de conclure a la spécificité étiologique du B. pnew- 
mosintes. Il leur a paru plus scientifique de rapporter des faits 
expérimentaux exactement observés, et de réserver des conclu- 
sions plus fermes jusqu’a ce qu’une expérience plus étendue ait 
été réalisée. 


* 
* * 


Au cours de leurs investigations, Olitsky et Gates ont eu l’occa- 
sion de constater que le B. pnewmosintes n'est pas le seul micro- 
organisme filtrant anaérobie des voies respiratoires. Ils ont, 
en effet, isolé des sécrétions naso-pharyngiennes d’un malade 
soulfrant d‘influenza, et d’un nombre considérable de sujets nor- 
maux ou porteurs d'affections respiratoires légéres, quatre types 
de microbes filtrants anaérobies qui se distinguent du B. pneu- 
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mosintes par leur morphologie, leurs caractéres de culture, leur 
défaut de virulence pour le lapin et leurs caractéres d’aggluti- 
nation. 

Les auteurs rapportent ces différents micro-organismes fil- 
trants @ quatre groupes. 


Grover I. — Petit vibrion trés mobile de 0,5 42» delong sur 0,15 4 0,2 ude 
large, trés incurvé, présentant souvent une coloration polaire; culture el 
auto-agglutination dans les milieux liquides. Sur plaque de gélose au sang, 
dans des conditions d’anaérobiose, colonies microscopiques grisatres convexes, 
avec une collerette, Le milieu n’est pas décoloré. Ces microbes forment des 
émulsions auto-ageglutinables dans l’eau physiologique. Le sérum préparé avec 
les cultures n’agglutine pas le pneumosintes. Ce germe a été isolé dans de 
nombreux cas dinfluenza, et chez plusieurs sujets normaux. 


Grover Ia. — Aspect morphologique du B. pneumosintes, mais un peu plus 
allongé; immobile, cultive en milieu liquide et forme sur milieu solide des 
colonies plus acuminées que le B. pneumosintes. Il réduit [hémoglobine de 
la gélose au sang (contrairement a B. pneumosintes). 


Grover II. — Petit bacille ayant laspect morphologique du B. pneumosinles, 
mais s’en différenciant par le pléo-morphisme des formes culturales. 

Ne cultive pas dans les milieux liquides, mais donne sur plaque de gélose 
au sang de trés petites colonies. Non spontanémentageglutinable et nonagglu- 
tiné par le sérum antispneumosintes. Isolé d'une amygdalite. 


Grovure III. — Petit vibrion de longueur variable. Ne cultive pas en milieu 
liquide. Donne sur gélose au sang des colonies brunatres caractéristiques, 


formées dun cone reposant sur un plateau entouré d'un bord irrégulier, les’ 


émulsions floculent dans le sérum normal de lapin. 


Les microbes de ces quatre groupes sont décolorés par la 
méthode de Gram. Lessérums expérimentaux préparés avec les 
divers types n’agglutinent pas le B. pnewmosintes et, réciproque- 
ment, le sérum anti-pneumosintes n’agglutine aucun des germes 
de ces divers groupes. . 

Au surplus, le staphylococcus parvulus a été ’ plusieurs 
reprises isolé des sécrétions naso-pharyngiennes, chez l’homme 
et animal. 


Le coryza aigu, en raison de sa contagiosité manifeste, a déja 
fait l'objet de recherches bactériologiques. 
Kn 1914, Kruse [32] instille dans les fosses nasales de douze 
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volontaires le filtrat d’une dilution de mucosités nasales d’un 
de ses assistants atteint de coryza. Quatre d’entre eux présentent, 
de una trois jours aprés la contamination, une atteinte typique. 
La méme expérience répétée sur 36 personnes donna 42 p. 100 
des résultats positifs. Kruse en conclut que le coryza est pro- 
voqué par un virus filtrant. 

Foster [33] confirma les observations de Kruse, en instillant 
un filtrat, sur bougie Berkefed, des séerétions prélevées vingt- 
quatre heures aprés le début d’un coryza. Sept sujets pré- 
sentérent des symptémes lypiques. La réaction fut douteuse 
chez deux autres. Une personne resta indemne. L’incubation 
fut de six & quatre-ving!s heures et le coryza dura de troisa six 
jours. Foster aurait également réussi a isoler des mucosités des 
patients un petit micro-organisme qu’il compare aux « globoid 
bodies » signalés par Flexner et Noguchi dans Ja polyomyélite 
épidémique. Mais Foster n’a pas prouvé que ses corpuscules 
n étaient pas constitués par ces précipités qui se forment si aisé- 
ment dans les milieux instables et qui ont causé déja tant 
d’erreurs d’interprétation. 

Des expériences démonstratives de transmission du coryza par 
les filtrats de sécrétions naso-pharyngiennes ont été également 
réalisées par Olitsky et Mac Cartney [34]. Sur neuf volontaires 
inoculés par instillation nasale, six contractérent un coryza 
typique, trois restérent indemnes. Les six inoculations positives 
ont élé obtenues avec un filtrat préparé moins de dix-huit heures 
apres le début de l’affection. Les trois insuccés ont été observés 
avec des sécrétions prélevées entre la dix-huitiéme et la ving- 
tiéme heure de l’atteinte. La transmission semble done bien 
établie, mais il apparait que le virus du coryza nest présent dans 
les sécrétions nasales quau cours des premiéres heures. Les 
expériences de transmissiona l’animal échouérent. Les méthodes 
de culture utilisées pour la recherche du B. pnewmosintes per- 
mirent d isoler divers microbes anaérobies filtrants. Un certain 
nombre d’entre eux appartenaient aux types 1, II et III ci-dessus 
décrits. 

Il conyient de remarquer que le b. pneumosintes ne fut pas 
isolé au cours de ces investigations. L’irrégularité de la présence 
de ces divers types dans le coryza, leur observation dans les 
gorges saines, la multiplicité des types isolés, leur défaut de 
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pathogénicité pour l'homme indiquent qu’ils n’interviennent pas 
dans l’étiologie du coryza. Au surplus, Olitsky a signalé un 
type nouveau, rencontré exclusivement dans le coryza aigu [35]. 
I] s’agit d’un petit bacille filtrable, strictement anaérobie, immo- 
bile, se colorant difficilement et ne prenant pas le Gram; ce 
microbe ne cultive pas dans les milieux liquides, mais donne 
sur gélose des colonies microscopiques circulaires, a bords 
fiaement granuleux, d’abord plates, puis acuminées dans les 
cultures plus agées (1). Mais le rdle étiologique de ce micro- 
organisme dans le coryza aigu ne pourra étre établi que par des 
recherches ultérieures. 

Au cours de leurs recherches, Olitsky et Gates n’ont pas 
observé de micro-organismes analogues a ceux de Foster. Par 
contre ils attirent l’attention sur les causes d’erreur quirésultent 
de la coloration de fins précipités. Ces précipités peuvent d’au- 
tant plus induire en erreur quils semblent parfois se repro- 
duire en série, de tube en tube. 

Il apparait, en définitive, que les méthodes de coloration 
noffrent pas toute Ja sécurilé désirable pour lidentification 
d’organismes & morphologie aussi fruste que celle des microbes 
filtrables et qu'il y a lieu de faire Ja preuve de leur présence et 
de leur multiplication par l’observalion de cultures dans des 
milieux liquides non précipitables, ou de colonies & la surface 
ou dans la profondeur des milieux solides. 

Ces techniques nouvelles indiquent, en tout cas, la possibilité 
de mettre en évidence tout un groupe de bactéries filtrables des 
voies respiratoires supérieures et ouvrent de ce fait un champ 
nouveau d’investigation. 
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LESIONS HISTOLOGIQUES 
PRODUITES CHEZ LE COBAYE PAR LE B. HISTOLYTIQUE 


par D. COMBIESCO. 


(Travail du Laboratoire de M. Wetnserc.) 


Weinberg et Séguin, auxquels on doit la découverte du 
B. histolytique, ont décrit en détail les lésions macroscopiques 
que l’on observe chez les animaux injectés avec une culture de 
cet anaérobie. Nous avons eu maintes fois occasion de con- 
firmer l’exactitude de cette description, dont nous rappelons les 
passages suivants : 

« L’injection intramusculaire (cuisse) de Ja culture totale 
provoque les Iésions caractéristiques de ce microbe. Immédia- 
tement apres linjection de 1 4 2 cent. cubes, l’animal est pris 
de violentes secousses des muscles de la téte et du cou, pousse 
des cris plaintifs. 

« Au bout de quelques heures, la cuisse est tuméfiée, la, peau 
est rouge violacée; un léger cedéme, mou et dépressible, 
envahit une partie de l’abdomen. Si Von sacrifie le cobaye & ce 
stade, on constate, en incisant la lésion, l’existence d’une 
nappe hémorragique dans le tissu conjonctif sous-culané. De 
gros caillots rouge-framboise s’échappent de incision. Le tissu 
conjonctif sous-cutané et péri-musculaire est fortement altéré, 
en vuoie de digestion inlense. La lésion se prolonge par un 
cedéme séreux hémorragique qui envahit le tissu conjonctif de 
la paroi abdominale. 

« Si on laisse évoluer la lésion quelques heures encore, la 
digestion du tissu conjonctif péri-musculaire se poursuit; les 
muscles, puis les faisceaux musculaires sont dissociés et 
liquéfiés, ce dont on peut se rendre compte & Ja palpation du 
membre. A la suile de cette histolyse, qui atteint tous les tissus 
depuis le derme jusqu’a l’os, ’épiderme rouge-violacé céde et 
la lésion s’ouvre spontanément, souvent déja au bout de douze 
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a seize heures. Il s’en échappe une bouillie hémorragique, 
constituée par les lissus digérés. Le fémur, le tibia et le péroné 
sont completement dénudés et le cobaye s’appuie alors sur son 
squelette (pl. XII, fig. 2). L’articulation du genou est fréquem- 
ment alteinte; parfois méme le revétement cartilagineux de 
l’articulation est décollé et le membre se détache spontanément 
(auto-amputation inflammatoire). Fait curieux, malgré ces 
lésions locales considérables, le cobaye peut survivre douze a 
vingt-quatre heures. 

« Celte hystolyse n’est pas putride et ne s’uecompagne pas de 
production de gaz (1). » 

Chez homme, les Iésions causées par le B. histolytique ne 
sont pas toujours aussi caractéristiques. En général, leur aspect 
est complétement modifié par l’action des microbes associés. I 
suffit, par exemple, que la flore microbienne d’une lésion ren- 
ferme, en outre du B. hystolyltique, un microbe putréfiant 
(B. sporogenes, B. bifermentans, B. putrificus, etc.) pour que 
les tissus atteints prennent une leinte sale, grisdtre, comme le 
montrent les expériences de Weinberg et Ginsbourg (2). 

Les plaies infectées par le seul B. histolytique sont tout & fait 
exceptionnelles. M. Weinberg n’a observé qu’un seul cas (3), 
la veille de l’armistice, dans le service du professeur Broca 
(ambulance de la rue de Vaugirard). I] s’agit d'un blessé alteint 
au bras par plusieurs éclals d’obus qui ont provoqué des frac- 
tures multiples des os de i’avant-bras, ayant nécessité une 
amputation d’urgence. 

L’avant-bras présentait une large plaie dont le fond était 
rempli par un magma hémorragique. La peau a conservé son 
aspect normal au niveau du bras. Cependant, a la palpation de 
ce dernier, on ne trouvait pas la saillie du biceps. A incision on 
a conslaté que ce muscle était transformé en bouillie rouge et 
que celte Iésion s’étendait aux muscles de l’avant-bras. A 
examen bactériologique de frottis des muscles il n’a été 
trouvé que des bacilles histolytiques. 

Des incisions nombreuses faites autour de la plaie de l’avant- 


(1) M. Wernperc et P. Skauin. La yangréne gazeuse, p. 172. 

(2) WernserG et Ginssourc, Etudes sur la putréfaction, in vivo. Ces Annales 
aout 1928. : i 

(3) Communication verbale. 
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bras ont permis de découvrir un petit foyer grisatre, gros comme 
une téle d’épingle, et qui renfermait quelques éléments de 
B. perfringens. Ce dernier commeneait a se développer et n’a 
pas eu le temps d’envahir et de modifier l’aspect des tissus 
ayant déja subi l’action du B. histolytique. 

Pendant notre s¢jour a l'Institut Pasteur, en 1922, nous avons 


Fie. A, —La coupe intéresse a la fois la peau, le tissu cellulaire sous-culané 
et les muscles. L’injection de culture de B. histolytique a été faite profon- 
dément dans le muscle. Le cobaye sacrifié deux heures aprés l’inoculation. 
Grossissement : 10. 

a, a’, edéme interfasciculaire ; b, 6', eedéme intrafasciculaire. 


entrepris, sur le conseil de M. Weinberg, |’étude histologique 
des lésions causées par le B. histolytique, afin de saisir le méca- 
nisme de cette histolyse si particuliére. Ce travail a é6lé terminé 
en 1922. Malheureusement, pour des raisons indépendantes de 
notre yolonté, il nous a été impossible de le rédiger plus tot. 
Avant de résumer les résultats de nos recherches, nous devons 
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mentionner les recherches faites par d’autres auteurs depuis 
1922. ' 
Les premiéres en date sont celles de notre collégue et ami 


@ 
. 


Fic. B. — La coupe intéresse le muscle et une partie adjacente du tissu 
cellulaire sous-cutané. Cobaye sacrifié quatre heures aprés injection de 1/20 
de culture en bouillon ordinaire de B. histolytique. Grossissement : 55. 

a, rupture d'une veine dilatée; 6, une partie d’un faisceau musculaire com- 
plétement*détruit par Poedéme disséquant; c, cedéme intrafasciculaire. 


M. Nasta (1). Ce dernier injecte dans les muscles de la cuisse 
du cobaye 0 c.c. 1 de culture de B. hystolytique en bouillon 
glucosé a 1 p, 1.000. Les animaux sont sacrifiés de deux heures 


(1) M. Nasta. C. R. Soc. Biologie, 87, 1922, p. 279-281. 


LESIONS HISTOLOGIQUES PAR LE B. HISTOLYTIQUE 859 


en deux heures. L’examen histologique des tissus fixés dans le 
formol et inclus dans la paraffine lui a permis de faire quelques 
observations trés intéressantes. D’abord, on ne trouve presque 
pas de réactions inflammatoires au niveau des foyers hémor- 
ragiques. L’infiltration leucocytaire est peu marquée et peu 
étendue. Pour M. Nasta, la toxine du B. histolytique exerce 
une action strictement élective sur la fibre musculaire. Celle-ci 
présente trés rapidement une lésion particuliére : elle est 


Fic. GC. — Méme coupe, vue a un fort grossissement (670). 

Les aspects, en coupe transversale, de la fibre musculaire envahie par 
Voedéme d’une part. 

a, 6b, les champs de Cohnheim présentent un aspect fenétré dd a la pré- 
sence de nombreuses vacuoles; en c¢, les coupes interfibrillaires sont 
agrandies; d, destruction de quelques fibrilles; e, rupture de la fibrille 
musculaire. 


criblée de trous de formes et dimensions variables. Sur coupe 
longitudinale on constate qu’a ces trous correspondent des 
boyaux qui parcourent les faisceaux musculaires d'un bout & 
Vautre. L’altération du noyau est assez tardive; on trouve des 
noyaux en état de picnose ou de cariolyse, quatre-six heures 
apres l’injection du B. histolytique. On obtient les mémes 
lésions avec de la toxine débarrassée, par une longue centrifu- 
gation de la culture, de la plupart de ses microbes. 
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Beckwith et Mac Killop (1) ont également étudié les lésions 
anatomo-pathologiques des animaux infeclés par le B. histo- 
lytique. La souche qu'ils ont employée est relativement peu 
virulente, puisque, injectée au cobaye a la dose de 2 cent. cubes, 
elle ne provoquait chez lui que la formation de lésions hémor- 
ragiques peu étendues. Les animaux ont été sacrifiés quarante- 
huit heures aprés l’injection de culture. 

Ces auteurs se sont attaché & démontrer que les animaux 
atteints par le B. histolytique présentent des lésions tres 
margquées au niveau de la plupart de leurs organes internes. Ils 
ont en effet trouvé des lésions (lyse cellulaire, dépéts fibrineux, 
foyers hémorragiques, edéme) au niveau du foie, de la rate, 
du rein, des capsules surrénales, du cur et des poumons. 
Seul, lintestin n’a pas présenté d’altérations spéciales. 


Dans nos recherches personnelles, nous avons surtout 
cherché a établir le mécanisme et l’évolution des lésions 
locales. 

M. Weinberg a mis & notre disposition deux souches de 
B. histolytique, une peu virulente, ne provoquant chez le cobaye 
que des lésions peu étendues, et une autre, a la fois trés virulente 
et trés toxique, causant la mort de l’animal infecté en douze & 
seize heures. Nous avons utilisé dans nos expériences les cul- 
tures en bouillon Martin simple, non glucosé, agées de seize 
heures. Les animaux recevaient 1/10° & 1/100° de cent. 
cubes de culture soit dans le derme, soit sous la peau, soit enfin 
dans le muscle de la cuisse. Comme les Jésions causées par le 
B. histolytique évoluent trés rapidement, nous avons été obligé 
de sacrifier les animaux de quart d’heure en quart d‘heure. 
Les tissus & étudier ont été fixés dans de l’alcool & 90°, ou du 
formol & 40 p. 100. Nous nous sommes servi, pour colorer 


les coupes, de hématine-éosine ou du procédé de Masson au 
safran. 


(1) Beckwitu et Mac Ktitop, The effects produced by injection of B: histo- 
lyticus. Journ. of Med. Research, 44, n° 3, p. 314. 
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Les dessins que nous publions dans ce travail reproduisent 
quelques-unes de nos coupes les plus caractérisliques; ils sont 
tellement nets qu’ils nous éviteront de longues descriptions. II 
nous suffira de les expliquer pour que le lecteur saisisse immé- 
diatement le mécanisme et les traits caractéristiques de ’histo- 
lyse microbienne qui nous intéresse. 

Lorsqu’on injecle sous la peau de l’animal une petite quan- 
tité dune culture d’une souche peu virulente de B. histo- 
lytique, l’animal ne meurt pas, mais présente le lendemain des 
lésions locales trés circonscrites : la peau est craquée au point 
de linoculation et l’on trouve au méme endroit un pelit foyer 
hémorragique du tissu cellulaire sous-culané. L’étude histolo- 
gique de ces foyers permet de constater que, tout au début du 
processus, on ne trouve qu’une dissociation trés nette de tous les 
éléments du tissu cellulaire sous-cutané par de l’edéme. Puis, 
petit & petit, cet ceedéme disloque le tissu conjonctif du derme 
et libere complétement la couche superficielle de la peau de ses 
attaches naturelles. 

L’épiderme, n’élant plus soutenu par la couche dermique, 
craque sous la poussée progressive de l’cedéme du tissu sous- 
jacent. La figure 1 de notre planche donne une idée trés nette 
de ces lésions. La coupe est colorée par le procédé de Masson au 
safran, ce qui a permis une différencialion trés nette des dif- 
férents éléments constitulifs de la peau et du tissu sous-cutané. 
Sur Je coté droit de la préparation on trouve encore le derme 
intact; mais, & gauche, l’edéme et le tissu cellulaire sous- 
cutané n’existent plus; ils sont remplacés par de laedéme dans 
lequel on reconnait quelques flots de tissu adipeux; on retrouve 
encore des cellules et des fibres conjonctives disloquées ainsi 
que quelques veinules dilatées dans la partie profonde de la 
coupe. 

L’épiderme se présente 4 ce grossissement sous la forme d’un 
liséré rouge. Les cellules épithéliales sont un peu amincies au 
niveau ou l’épiderme a craqué. La réaction inflammatoire 
phagocytaire n’existe pour ainsi dire pas. On ne trouve dinfil- 
tration leucocytaire ni dans le derme voisin, ni dans l’épaisseur 
des lésions eedémateuses. 

L’eedime n’épargne pas la paroi vasculaire. La figure 2 de la 
méme planche montre une veine dont la paroi a cédé dans un 
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point out tous ces éléments ont été dissociés par Vcedeme. On 
assiste ainsi A l’origine des hémorragies qui sont si précoces 
dans les lésions produites par le B. histolytique. 

La figure 3 montre Ja coupe d’une veine du tissu cellulaire 
sous-cutané d'un cobaye sacrifié douze heures aprés linocula- 
tion. Ici on trouve des lésions beaucoup plus avancées. On y 
constate également une rupture de la paroi vasculaire, mais on 
voit aussi que cette paroi a déja subi des altérations considé- 
rables. A un faible grossissement on ne reconnait plus distinc- 
tement la couche musculaire de la veine. Elle est épaissie; 
sa teinte est d’un rouge uniforme et elle présente un nombre 
considérable de vacuoles et quelques grosses cavités. 

A un fort grossissement, on reconnait a peine les fibres mus- 
culaires lisses. Elles sont déformées et présentent un aspect 
vitreux. Il est évident que nous assistons ici & une dégéné- 
rescence secondaire des couches endothéliales et musculaires de 
la paroi veineuse. 

Les lésions que nous avons constatées ont encore affermi 
notre conviction que la lésion primitive causée par le B. histo- 
lytique est ’cedéme et que les autres lésions, comme par exemple 
différentes altérations des éléments cellulaires, n’arrivent qu’en 
second lieu. 

C’est ainsi que, si nous examinons notre figure A (p. 857), 
qui représente la coupe de la cuisse d’un cobaye injecté profondé- 
ment dans le muscle et sacrifié une demi-heure aprés le début de 
l’expérience, nous constatons que la seule lésion qu’on y trouve 
a ce moment est l’edéme intramusculaire. Tous les faisceaux 
musculaires, ainsi que toutes les fibres musculaires du méme 
faisceau, sont dissociés, séparés par du liquide d’@déme. Au 
début de cette lésion, les fibres musculaires conservent encore 
leur aspect strié caractéristique; leurs noyaux se colorent bien 
et leur protoplasme n’est nullement altéré. A un fort erossis- 
sement on ne trouve pas trace d’inflammation ni d'hémorragie. 
Ces derniéres surviennent plus tard, lorsque les vaisseaux sont 
attaqués & leur tour par de l’ceedéme, comme le montre le 
dessin B (p. 858). 

La figure C (p. 859) nous permet d’assister & tous les stades de 
ladésintégration de la fibre musculaire. On voit que le liquide 
_ d'edéeme qui sépare d’abord les fibres musculaires pénétre, petit 
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& petit, dans l’épaisseur méme de la fibrille. Ainsi, la coupe 
transversale d'une fibrille musculaire présente un aspect 
fenétré comme l’avait déja noté M. Nasta. Chaque champ de 
Cohnheim montre un pelit espace clair qui s'agrandit, la fibrille 
musculaire distendue éclate, ]’cedéme interfibrillaire augmente 
et finalement Ja paroi de la fibre musculaire subit le méme 
sort. Les fibres musculaires désagrégées se mélangent ensuite 
avec du sang épanché des vaisseaux voisins et forment ce magma 
hémorragique qu’on constate & l’autopsie des animaux morts 
ou sacrifiés. 

Si Pon examine la fibre musculaire & ce moment ow sa 
nutrition est compromise, on constate des altérations tres nettes 
du noyau et du protoplasma cellulaire, mais ces lésions sont 
secondaires et non pas primitives. 

L’étude histologique des lésions causées par le B. histolytique 
nous permet de conclure que la toxine de ce microbe a pour 
premier effet de provoquer un cedéme disséquant. Cet edéme 
disloque tous les éléments du tissu dans lequel il apparait : 
cellules conjonctives, fibres conjonctives et élastiques, fibres 
musculaires, ainsi que tous les éléments de la paroi des 
vaisseaux. Nous pouvons confirmer les constatations de 
M. Nasta en ce qui concerne l’absence de Iésions inflam- 
matoires marquées au niveau des foyers d’hislolyse que nous 
étudions. Les altérations des éléments cellulaires viennent en 
second lieu, lorsque ces éléments sont privés de leurs attaches 
naturelles et que leur nutrition est compromise. I] est trés pro- 
bable que la toxine du B. histolytique est aussi pour quelque 
chose dans ces altérations, mais en tout cas cette action nest 
pas primitive. Elle ne survient que lorsque les éléments consli- 
tutifs du tissu sont déja dissociés par l’uedéme. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE XII 


1. — a) Epiderme détaché de son derme détruit par lcedéme disséquant. 

b) Le point de craquement de l’épiderme. 

c) On constate en ce point la disparition compléte du derme. 

d) Quelques ilots non détruits de tissu adipeux. 

e) Tissu cellulaire sous-cutané complétement dissocié par du liquide 
d’cedéme. 


2. — Coupe d'une veine dont la rupture a donné lieu a la formation d’un 
foyer hémorragique. 

a) Point de rupture. 

b) Une partie de la couche endothéliale détachée de la paroi musculaire. 


3. — Coupe d'une veine du tissu cellulaire sous-cutané. 

a) Point de rupture. 

6) Couche musculaire; on n’y distingue plus de fibres musculaires. 
c) L’état vacuolaire de la couche musculaire. 


SUR LA BACTERIOLYSE DU GONOCOQUE 


par le D® Atserto SCALTRITTI, 


Directeur du Laboratoire de I'Institut prophylactique 
de la syphilis de Montevideo. 


On sait que le gonocoque, de méme que le pneumocoque, le 
bacille de Shiga et d'autres micro-organismes, est facilement 
autolysable. 

On sait aussi avec quelle rapidité les formes aulolysées appa- 
raissent dans les cultures de gonocoques. Aprés quarante-huit 
heures on trouve déja dans les colonies une quantité appré- 
ciable de microbes dégénérés; au bout de trois ou quatre jours, 
la plupart des éléments de premiére génération sont profon- 
dément allérés. Cependant les cultures continuent & s’accroitre 
& la faveur des jeunes couches qui, a la périphérie, se renou- 
vellent sans cesse, laissant derriére elles, au centre des 
colonies, d’innombrables formes considérablement modifiées. 
Ces éléments autolysés sont caractérisés par la perte de la 
forme habituelle en grain de café; ils offrent un aspect 
amorphe, tuméfié, ne représentant le plus souvent que les 
contours des formes normales. Les microbes atteints paraissent, 
pour ainsi dire, vidés de leur contenu et se colorent fort mal. 

Les deux parties ccnstituant le diplocoque gonococcique 
s’écartent l'une de l'autre et chacune d’elles prend l’aspect d’un 
disque a peine colorable. L’affinité pour les couleurs se trouve 
alors modifiée, la réaction acide, stigmate de l’autolyse, étant 
décelée par la teinte rouge qu'imprime a ces éléments la colo- 
ration par la méthode de Giemsa. 

La fragilité du gonocoque se révéle également par la facilité 
avec laquelle ce germe perd sa vitalité. On sait qu il suflit 
parfois de retirer les cultures de |’étuve pendant quelques 
heures pour les stériliser (Morax). 

Les recherches exposées dans le présent travail ont eu pour 
point de départ le résultat d’expériences entreprises dans le but 
de contréler l’hypothése fort séduisante 6mise par M. Maurice 
Nicolle au sujet de la qualité virulente des microbes et basée 
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sur l’explication qui pourrait étre donnée de ce phénoméne en 
admeltant |’existence d’un constituant anligéne commun au 
microbe infectant et a l’organisme infecté. 

Le gonocoque avait été choisi comme microbe d'expérience 
en raison de fa particularité qu'il offre de ne manifester ses 
facultés virulenles qu’a I’égard d’une seule espéce : ’homme. 
Nous nous sommes done proposé d’essayer de réaliser arltifi- 
ciellement la communauté d’antigene, facteur supposé de la 
virulence : 

1° En cultivant le gonocoque en série sur des milieux addi- 
tionnés d’humeurs de diverses espéces animales (lapin, cobaye) 
et en éprouvant ensuite le pouvoir pathogéne éventuel des 
souches ainsi obtenues vis-a-vis desdites espéces ; 

2° En imprégnant préalablement les mémes espéces ani- 
males de sérum humain, et en éprouvant le pouvoir palhogéme 
éventuel du gonocoque, cultivé en série sur un milieu addi- 
tionné de sérum humain, vis-a-vis des espéces animales ainsi 
traitées. 

Liinsuccés des tentatives réalisées dans cette double voie 
nous a amené a rechercher le mécanisme qui préside a la 
destruction des gonocoques dans l’organisme des animaux 
réfractaires: ce qui nous a conduit ensuite a étudier les modi- 
fications que subit le gonocoque en présence de diverses 
humeurs organiques. 

La plupart des expériences ont été effectuées avec un échan- 
tillon de gonocoque isolé par nous d'une blennorrhagie aigué, 
souche entretenue a |’étuve par repiquages successifs sur gélose 
additionnée d’un tiers de sang de lapin. Les cultures employées 
étaient toujours dgées de dix-huit & vingt heures. 

Des émulsions épaisses de gonocoque en solution saline 
furent injectées dans la cavité péritonéale d'une série de neuf 
cobayes que l'on sacrifia ensuite : le premier aprés une demi- 
heure, le second aprés une heure, les autres successivement 
d’heure en heure. 

Dans ces conditions, au bout d’une demi-heure on constate, 
au niveau de l’épiploon, un grand nombre de gonocoques en 
voie de digestion dans les leucocytes polynucléaires. Le liquide 
péritonéal contient trés peu de gonocoques libres, quelques 
lymphocytes et de rares polynucléaires englobant des gono- 
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coques. A la surface du péritoine, du foie, de la rate et du 
testicule, on ne trouve qu'une trés faible quantité de gono- 
coques libres. 

Apres une heure, on remarque que la quantité de gonocoques 
phagocytés au niveau de l’épiploon est encore considérable, 
tandis qu’on en rencontre trés peu a la surface des divers 
organes et dans le liquide péritonéal. 

Aprés deux heures, on note une diminution marquée des 
phagocytes au niveau de l’épiploon. On ne trouve pour ainsi 
dire plus de gonocoques libres dans la cavité péritonéale ou & 
la surface des organes abdominaux. 

Une heure plus tard, on constate qu’au niveau de l’épiploon 
il ne reste que trés peu de gonocoques intracellulaires. 

A partir de la troisitme jusqu’a la huitiéme heure, le 
phénoméne lytique s’accentue; il devient trés difficile de 
trouver des gonocoques, soit au niveau de l’épiploon, soit sur 
les autres viscéres. 

Il semble donc que la phagocytose du gonocoque soit prin- 
cipalement due & l’action des éléments cellulaires apportés 
par l’épiploon. Cependant, étant donné la rareté relative des 
germes phagocytés, eu égard a |’6norme quantité de microbes 
injectés dans le péritoine, on est obligé d’admettre que la 
disparition d'une partie des gonocoques doit étre liée & un 
autre facteur que la phagocytose (1). 

De la Vidée de reproduire le phénoméne sur des cobayes 
chez lesquels la phagocytose aurait été évitée en pratiquant la 
résection préalable de |’épiploon. Dans ces conditions, vuici ce 
que l’on observe, aprés injection d’une émulsion de gonocoques 
dans la cavité abdominale, chez les sujets opérés : Animalsacrifié 
au bout d'une demi-heure : au niveau du moignon €épiploique, 
petite quantilé de gonocoques en voie de phagocytose; au niveau 
du péritoine et & la surface des viscéres, peu de phagocytose, de 
méme que dans le liquide péritonéal ot se trouvent cependant, 
en quantlité limitée, des gonocoques libres, bien teintés. 


(1) Les ensemencements, effectués sur gélose au sang de lapin avec 
Pexsudat recueilli d’heure en heure dans la cavité péritonéale des cobayes 
inoculés, donnent des cultures abondantes ala premiére heure, des colonies 
assez nombreuses jusqu’a la quatri¢me heure, de rares colonies entre la 
quatriéme et la sixitme heure. A partir de la septiéme heure, les ensemen- 


cements restent stériles. 
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On assiste ensuite a la disparition des germes comme dans 
l’expérience précédente : l’action phagocytaire des leucocytes 
ne se manifestant qu’au niveau du moignon épiploique, se 
montre par conséquent tres réduite; cependant, dés la troisiéme 
heure, on ne trouve plus, dans la cavité celomique, que de trés 
rares gonocoques, dont les uns se teignent en rouge et les 
autres en bleu par la coloration de Giemsa. Il parait donc 
évident, en contraste avec ce qui se passe dans la blennorrhagie 
gonococcique chez l'homme, sujet sensible, ot les leucocytes 
jouent un role phagocytaire primordial, que chez le cobaye, 
sujet réfractaire, les gonocoques sont principalement attaqués 
par un processus humoral. 

Cette constatation nous a incité & étudier comment se com- 
portent in vitro les humeurs animales au point de vue de leur 
action bactéricide vis-a-vis du gonocoque. 

A cet effet, nous avons mélangé des émulsions de gonocoques 
avec les humeurs et, aprés des temps variables de contact & 
Vétuve, nous avons étudié les modifications qualitatives et 
quantitatives subies par les germes. 

Dans une premiére série d’expériences, on a cherché a 
apprécier l’action lytique du point de vue bactérioscopique. 


Technique : Les sérums frais étudiés étaient recueillis par centrifugation, 
aprés ponction veineuse ou cardiaque, et expérimentés moins de deux heures 
aprés la saignée. Nous avons employé les sérums de cobaye, de lapin, de 
boeuf, de cheval, de pore et dhomme. Pour obtenir le liquide péritonéal de 
cobaye, on injectait 2cent. cubes d’eau physiologique (1p. 100) stérile, dans la 
cavité abdominale. Au bout d'une demi-heure, l’animal était sacrifié. On 
recueillait environ 1 cent.cube d'un liquide opalescent, spontanément coagu- 
lable, contenant fort peu d’éléments figurés. 

Les liquides organiques 4 6prouver étaient mélangés ayec une émulsion 
de gonocoques toujours étalonnée au méme degré diaphanométrique. Les 
mélanges étaient placés a l’étuve 4 37° el examinés aprés une et vingt heures 
de contact. 

Pour lexamen bactérioscopique, on a mis en ceuvre lancien procédé 
d’Hamburger. On mélait intimement des parties égales d'une suspension de 
globules rouges de mouton titrée 4 ’hématimétre et du mélange ci-dessus : 


on pratiquait I’étalement sur une lame porte-objet que l’on colorait par la 
méthode de Giemsa. 


On a pu ainsi constater que, vis-a-vis des gonocogues, les 
humeurs étudiées manifestent 4 la fois une action agelutinante 
et une action lytique. Certains sérums, tel celui de cobaye, se 
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montrent plus lytiques qu’agglutinants; d’autres, notamment 
celui de boeuf, sont aussi agglutinants que lytiques. 

L’action lytique s’exprime par une transformation rapide de 
l’aspect des gonocoques. Ceux-ci apparaissent comme vidés et 
prennent une forme qui n’est plus, pour ainsi dire, que 
lombre des gonocoques normaux. En méme temps, l'affinité 
hasique pour les colorants se transforme en affinité acide. On a 
vu plus haut que de telles manifestations apparaissent spon- 
tanément dans les cultures de gonocoque par l’effet du vieillis- 
sement. Le sérum parait donc agir en accélérant le processus 
de l’autolyse naturelle. 

L’examen bactérioscopique permet méme de déceler, & l'aide 
des numérations comparalives, une diminution appréciable du 
nombre des germes aprés la vingtiéme heure de contact avec 
certains sérums frais de cobayes. 

Avec le liquide péritonéal de quelques cobayes, au bout du 
méme laps de temps, les formes autolysées, principalement 
les formes vides, apparaissent trés nombreuses. On note 
cependant des dilférences individuelles assez notables dans 
Vintensité du phénoméne, selon les cobayes d’expérience, sans 
que l’on puisse attribuer les variations constatées a lage ou a 
la race des sujets qui ont fourni les sérums éprouvés. 

Avec les sérums des autres espéces, le processus est compa- 
rable, au degré prés, a celui observé avec le sérum de cobaye; 
leurs pouvoirs s’échelonnent suivant lordre décroissant ci- 
aprés : cobaye, boeuf, porc, mouton, cheval (liquide péritonéal 
de cobaye), lapin et enfin, loin derriére, homme. 

L’activité du sérum humain est, en effet, tres peu marquée 
et ne se traduit que par une faible agglutination el une lyse 
extrémement légére. 

Nous avons eu lidée de juger comparativement, par cette 
méthode, le sérum de cheval normal frais et le sérum d’un 
cheyal immun (sérum antigonococcique de I’Institut Pasteur). 
Nous avons observé que l’action lytique de limmunsérum se 
montrait plus intense que celle du sérum normal, effet traduit 
par un nombre relativement plus considérable de formes micro» 
biennes vides. 

Nous apporterons seulement ici quelques résullats de ces 
expériences. 

58 
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(Le chiffre inscrit entre parenthéses représente le nombre de gonocoques pour 
100 hématies, moyenne de numérations effectuées sur 15 champs microscopiques.) 

Sérum de cobaye : Au bout d’une heure d’étuve, agglutination marquée des 
germes; les gonocoques (10) restent hien colorés par le bleu. Aprés vingt 
heures, diminution notable du nombre des gonocoques (1); la proportion des 
formes vides est considérable, la plupart des microbes sont teintés en rouge ; 
quelques-uns seulement prennent la coloration bleue. 

Mémes résultats généraux, sauf la disparition des germes, avec les sérums 
de porc, de mouton, de lapin, de cheval. 

Sérum de boeuf : Apres une heure, agglutination tres intense empéchant le 
dénombrement des microbes. Aprés vingt heures, on observe de nombreuses 
formes vides, les gonocoques teintés en rouge restant presque aussi abon- 
dants que ceux colorés en bleu. 

Sérum humain : Aprés une heure, agglutination faible. Les gonocoques (26) 
conseryent leur apparence normale; la plupart gardent la coloration bleue. 
Au bout de vingt heures, le nombre des gonocoques est sensiblement le 
méme (20), on ne trouve aucune forme vide et presque pas de germes prenant 
la teinte rouge. 

Les épreuves de controle faites avec l'eau physiologique ne montrent 
aucune diminution du nombre des gonocoques (16 et 15). Au bout de vingt 
heures, quelques germes se colorent en rouge, mais On ne voit pas de formes 
vides. 


Dans une seconde série d’expériences, nous avons cherché a 
mettre en relief, d'une maniére plus frappante, Vaclion bacté- 
riolytique des mémes humeurs sur le gonocoque, en les faisant 
agir durant des laps de temps variables, sur des émulsions 
microbiennes étalonnées et en dénombrant ensuite, par le 
moyen des cultures, la proportion des germes survivants. 


Technique : Comme dans les expériences antérieures, on a utilisé des 
sérums frais; de plus, on a éprouvé comparativement l’action des mémes 
sérums préalablement chauffés au bain-marie, 4 57° pendant une demi- 
heure. 

Le cobaye immun, dont il sera parlé ci-aprés, avait recu cing fois, a cing 
jours dintervalle, des injections intrapéritonéales d’une émulsion de gono- 
coques représentant la récolte d'un tube de gélose au sang. Il avait été 
sacrifié six jours aprés la derniére inoculation. 

Les suspensions microbiennes étaient faites au méme titre que précé- 
demment, mais les émulsions étaient effectuées directement dans les 
liquides organiques, afin d’éviter lintroduction d’eau physiologique dans 
lexpérience, l’action lytique de NaCl sur le gonocoque, ainsi qu’on le verra 
plus loin, n’étaut pas négligeable. 

Les tubes contenant les mélanges étaient portés A létuve a 37°. Des 
prélevements d’épreuve étaient effectués, aux fins d’ensemencement, aprés 
une heure, deux heures et trois heures de contact. On étalait une anse du 
mélange sur un tube de gélose au sang de lapin. 

Les colonies étaient dénombrées aprés yingt-quatre, quarante-huit et 
soixante-douze heures. 

Le tableau suivant rend compte des résultats. 
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APRES APRES APRES 
une heure |denx heures|trois heures 
de contact | de contact | de contact 


Nite ie ts 10 


a6) 50 1 
Sérum de cobaye..... Chauffé. . | +44 ap ed 1 a 


Sérum de cobaye immu- j Pitas wn oes 20D) 100 50 
BIS Cosh ete eh hee OEE Chauffé. . .} +44 +--+ -- +++ 
; \ikraism= . . 0 0 0 

Séram de bof... .. . } Chauffé. . (| 444 pihen bi See 

f Frais .. 0 0 0 

Sérum de spore... . 1... j Chauffé. . .| +44 aiaas Eee 

Hrarsicns -. 0 0 0 
Sérum de mouton .... ; Chauffé. 2.4 4-44 4 Sites acs. 
Ieee KD ven alan 2 1 0 

Sérum de cheval. .... Chanffé. 000) ae eae eo aeaeate 

Sé ds lait eae eer 50 20 3 

serum de lapin...... Chaufté. .. se tbele ey oats +++ 

Liquide péritonéal de co- § Frais. .. . 50 40 30 
Haye mMOrmd! - eae Chauffé. . .) +++ “ee Seca 

Liquide péritonéal de co- § Frais... .} +++ SRaRar SP ar 
baye immunisé. .... Giauites ) 4a SPHESE SPSS 

SCLUMeINIMNAlner mie le Frais. ...| +++ +a Spr ea 
Les chiffres indiquent le nombre moyen des colonies. — Le signe +++ signifie que 


les colonies étaient innombrables. 


On voit quen régle générale |’action bactériolytique des 
sérums animaux vis-a-vis des gonocoques est tres intense et 
trés rapide. Elle se manifeste, chez les germes sur lesquels elle 
sexerce, par linaptitude & se multiplier im vitro sur les 
milieux favorables. On peut dire que cette inaptitude corres- 
pond pratiquement, sinon effectivement, a la mort des 
microbes. 

On remarquera ici encore que le sérum frais de [homme, 
sujet réceptif, se comporte a l’égard du gonocoque tout diffé- 
remment des sérums frais des espéces animales réfractaires. 
Tandis que ces derniéres assurent la destruction totale (sérums 
de boeuf, de porc, de mouton) ou presque totale (sérums de 
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cobaye, de lapin), en l’espace d’une heure, des gonocoques avec 
lesquels ils sont mis en contact, le sérum humain, dans les 
mémes conditions, se montre complélement inactif et respecte 
la vitalité de ces microbes. 

Le principe bactériolytique des sérums aclifs, fait intéressant 
a noter, est détruit par la chaleur. Le lableau'montre que les 
sérums animaux chauffés pendant une demi-heure & 57° 
n’exercent plus aucune action sur les gonocoques. 

Chez le cobaye normal, le liquide péritonéal posséde un 
pouvoir bactériolylique assez fort. Fait trés curieux, le séram 
et le liquide péritonéal des cobayes traités par des injections 
répétées de gonocoques ne jouissent pas de propriétés bactério- 
lytiques aussi marquées que celles habituellement rencontrées 
dans les humeurs correspondantes des cobayes normaux. 

On constate, parfois, des variations individuelles assez 
sensibles dans les propriétés bactéricides de quelques sérums 
vis-a-vis du gonocoque, les écarts relevés élant plus accusés et 
plus fréquents chez les espéces animales (cobaye) dont le 
sérum est relativement peu actif que chez les espéces (boeuf, 
porc) dont le sérum jouit d’un pouvoir bactéricide trés fort. 

Par contre, les divers échantillons de gonocoques se montrent 
& peu prés également sensibles & Vaction bactéricide des 
sérums aclifs. 

Au début de nos travaux sur la bactériolyse, les résultats 
obtenus dans cerlaines expériences dans lesquelles on avait 
employé, & titre de témoin, l’eau physiologique pour effectuer 
les 6émulsions microbiennes, nous a poussé & éludier l’influence, 
sur l’autolyse du gonocoque, de la concentration en NaCl du 
liquide de suspension. 

Les essais réalisés dans ce sens nous ont révélé un phéno- 
méne inattendu : lexistence d'un optimum de concentration 
favorable & lautolyse. 

Pour trois échantillons de gonocoques, cet oplimum corres- 
pondait & une concentration d’environ 5 p, 1.000 et, pour une 
autre souche, & une concentration voisine de 10 p. 1.000. Nous 
reviendrons ultérieurement sur ce sujet lorsque nos recherches 
auront porté sur un plus grand nombre de spécimens. 

{in résumé, il ressort de nos recherches que les sérums 
normaux de plusieurs espéces animales réfractaires & l’infection 
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gonococcique manifestent, & l'état frais, un pouvoir bactéri- 
cide trés marqué vis-a-vis du gonocoque. 
Les propriétés bactéricides de ces sérums sont détruites par 
le chauffage a 57°. Le sérum humain ne jouit d'aucun pouvoir 
fc) 
bactéricide a Végard du gonocoque. 
Peut-étre ces nolions pourront-elles trouver des applications 
[ 


dans le traitement des diverses gonococcies blennorrhagiques 
de 'homme. 


(Travail du laboratoire du professeur Maurice Nicolle.) 
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